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1. Einleitung und Zielsetzung der Arbeit
Die Fähigkeit Proteine abzubauen, ist eine essentielle Funktion von eukaryotischen 
Zellen. So wie es für neu gebildete Proteine bestimmte Signale gibt, die ihren 
endgültigen Bestimmungsort festlegen, gibt es auch Mechanismen, die dafür 
sorgen, dass von der Zelle nicht mehr benötigte Proteine gezielt für den Abbau 
markiert werden. Während sich die biologische Forschung in den Jahren 1960-
1980 hauptsächlich auf die Translation genetischer Information in Proteine 
konzentrierte, wurde der Proteinabbau ignoriert und die Bedeutung dieses äußerst 
spezifischen Prozesses übersehen. Durch die Entdeckung des komplexen 
Ubiquitinsystems änderte sich diese Sicht dramatisch. Es ist jetzt klar, dass der 
Abbau von Proteinen einen höchst komplexen, zeitlich und räumlich streng 
regulierten Prozess darstellt, der eine wesentliche Rolle im Lebenszyklus einer 
Zelle spielt. Bei den vielen involvierten Substraten und Schritten ist es nicht 
verwunderlich, dass es bei Störungen dieses Systems zu vielerlei Krankheiten von 
malignen Veränderungen bis hin zur Neurodegenerationen kommen kann 
[Ciechanover, 2001].
1.1 Der inhibitorische Glycin-Rezeptor
Der inhibitorische Glycin-Rezeptor (GlyR) ist ein ligandengesteuerter Ionenkanal, 
der durch direkte Bindung der Aminosäure Glycin aktiviert wird. Er gehört zu der 
Unterklasse der „Cys-loop“- Rezeptoren ([Ortells&Lunt, 1995]; IUPHAR-
Code:1.1). Alle Untereinheiten der „Cys-loop“-Rezeptoren weisen vier 
Transmembrandomänen auf; N- und C- Terminus liegen extrazellulär. Auffällig 
sind zwei Cysteinreste im N-Terminus, die über eine Disulfidbrücke eine Schleife 
aus dreizehn Aminosäuren erzeugen, wodurch diese Unterklasse ihren Namen 
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erhalten hat [Dani&Mayer, 1995]. Funktionelle Cys-Loop-Rezeptoren besitzen 
eine pentamere Quartärstruktur. Es gibt mehrere Hinweise darauf, dass jeweils die 
zweite Transmembrandomäne einer Untereinheit eine α-helikale Struktur aufweist 
und direkt an der Kanalbildung beteiligt ist [Leonard et al., 1988]; [Akabas et al., 
1994]; [Unwin, 1995]; [Hucho et al., 1996].
1.1.1 Die Struktur des inhibitorischen GlyRs
Der GlyR besteht aus einer α- und einer β-Untereinheit, deren Struktur signifikante 
Ähnlichkeiten zu denen des nACh-Rezeptors, des 5HT3-Rezeptors und des 
GABAA-Rezeptors aufzeigt: Die Peptidketten weisen vier Transmembranregionen 
(M1-M4) auf, und der extrazelluläre lange N-Terminus besitzt die beiden für die 
„Cys-loop“-Familie typischen Cysteinreste in den Positionen C138 und C152. GlyR-
Untereinheiten enthalten eine zusätzliche Disulfidbrücke zwischen C198 und C209 
(Abb. 1.1). Die Quartärstruktur des GlyRs wurde mit Hilfe von Cross-linking-
Experimenten und Sedimentationsversuchen bestimmt [Langosch et al., 1988]. Der 
GlyR im Rückenmark der ausgewachsenen Ratte besitzt eine heteropentamere 
Struktur und  besteht  aus  drei  α-  und  zwei  β-Untereinheiten, wohingegen im 
Rückenmark des Embryos der GlyR aus fünf identischen α-Untereinheiten 
zusammengesetzt ist [Hoch et al., 1989];[Takahashi et al., 1992].  Die  β-
Untereinheit kann alleine keine homomultimeren funktionstüchtigen Rezeptoren 
ausbilden. Die pentamere Struktur ist ein weiteres gemeinsames Merkmal der 
„Cys-loop“-Rezeptoren. Die fixe Stöchiometrie zwischen der α-  und  der  β-
Untereinheit von 3:2 wird durch Bereiche im extrazellulären N-Terminus  der  β-
Untereinheit bestimmt. Durch elektrophysiologische Untersuchungen von 
Chimären zwischen der α- und der β-Untereinheit nach heterologer Expression in 
Xenopus-Oozyten konnten diese Bereiche, sogenannte „assembly boxes“ innerhalb 
des N-Terminus identifiziert werden [Kuhse et al., 1993; Griffon et al., 1999]. Es 
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wird  vermutet,  dass  die  Bildung  eines  α/β-Dimers der erste Schritt bei der 
Ausbildung des pentameren Komplexes ist [Betz et al., 1999].
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Abb.  1.1 Membrantopologie des Glycin-α1-Rezeptors
Die alleinige Glykosylierungsstelle am Asparagin 38 (N38) und die ungefähre
Lokalisation der zytoplasmatischen Spaltstelle (Box) innerhalb der Endodomäne (85 
Aminosäuren) sind angezeigt. M1-M4 repräsentieren die Transmembranregionen. Die 
sich auf der großen zytoplasmatischen Schleife zwischen den Transmembranregionen 
M3 und M4 befindenden 10 Lysine stellen mögliche Ubiquitinierungsstellen dar. His-6 
bezeichnet den Hexahistidyltag.
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1.1.2 Isoformen der GlyR-Untereinheiten
Der erste Hinweis auf eine Heterogenität der GlyRs stammt aus biochemischen 
Experimenten, durch die eine neonatale Form des Rezeptors im Rückenmark der 
Ratte  nachgewiesen  wurde,  deren  α-Untereinheiten  eine geringere 
Strychninbindung aufweisen und sich in ihrem Molekulargewicht (49 kD) von der 
α-Untereinheit im Rückenmark der ausgewachsenen Ratte unterscheidet [Becker et 
al., 1988].  Bis  heute  wurden  vier  Isoformen  der  α-Untereinheit  (α1-α4) kloniert 
[Grenningloh et al., 1990]; [Kuhse et al., 1990]; [Akagi et al., 1991]; [Betz et al., 
1999]. Die Expression der Isoformen ist von der Entwicklungsstufe des 
Organismus abhängig und zeigt zusätzlich ein unterschiedliches Muster in den 
einzelnen Bereichen des ZNS (Rückenmark, Hirnstamm und einzelne höhere 
Hirnregionen; [Kuhse et al., 1991]; [Fujita et al., 1991];[Malosio et al., 1991] ; 
[Sato et al., 1991]; [Watanabe&Akagi, 1995]. Transkripte für die α2-Untereinheit 
dominieren im neonatalen und embryonalen Gehirnstamm und Rückenmark, 
werden aber postnatal durch die Transkripte der Isoformen α 1 und α3 ersetzt. Eine 
zusätzliche Heterogenität der GlyRs entsteht durch Spleiß-Varianten  der  α1-
[Malosio et al., 1991],  α2- [Kuhse et al., 1991]  und  β-Untereinheit [Heck et al., 
1997]. Zusätzlich wurde eine α2-Variante  (α2*; [Kuhse et al., 1990]) in 
Rattengewebe beschrieben, die im Gegensatz zu den α1-, α2- und α3-Untereinheiten 
von Ratte und Mensch einen homooligomeren Rezeptor mit niedrigerer Strychnin-
Sensitivität ausbildet und eventuell mit der oben beschriebenen neonatalen GlyR-
Form identisch ist. In Tabelle 1.1 sind die derzeit publizierten Sequenzen der 
einzelnen Untereinheiten zusammengestellt.
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Tabelle 1.1 : Klonierte GlyR-Komponenten (publizierte Nucleotidsequenzen)
Isoform Anzahl der Aminosäuren Spezies Referenz ACC-Nummer
α1-Untereinheit 449
449 (startle disease)
Mensch
Mensch
Grenningloh et al., 
1990
Shiang et al., 1993
X52009
NM_00171
457
449 (Spleißvariante)
Ratte
Ratte
Kuhse J.,1992*
Hishinuma, 1991*
X55246
D00833
449
449 (spasmodic, Spleißvariante)
457 (spasmodic)
69 bp (spasmodic)
Maus
Maus
Maus
Maus
Matzenbach et al., 
1994
Ryan et al., 1994
Ryan et al., 1994
Saul et al., 1994
NM_020492
S73717
S73718
S73373
457 Rind Pierce et al., 2000* AF268375
α2-Untereinheit 452 Mensch Grenningloh et al., 
1990
X52008
452
452 (α2A)
Ratte
Ratte
Hishinuma, 1991*
Kuhse J.,1991
X57281
X61159
Exon 1-9 Maus Betz, 1994* X75841-49
α3-Untereinheit 449
465
Mensch
Mensch
Nicolic et a., 1998
Nicolic et al.,1998
U93917
AF017724
441 bp (Partialsequenz) Maus Sergeeva & Haas, 
2000*
AF214575
464 Ratte Huhse et al., 1990b M55250/M38385
α4-Untereinheit Exon 2-8 Maus Matzenbach et al., 
1994
X75850-53
β-Untereinheit 497 Mensch Handford et al., 1996 U33267
484
376 bp (spastic)
146 bp (spastic)
Partial und L1spa
LINE-1-Insertion, 569 bp 
(spastic)
Maus
Maus
Maus
Maus
Maus
Becker, 1995*
Becker, 1995*
Becker, 1995*
Kingsmore et al., 1994
Kingsmore et al., 1994
X81202
X81203
X81204
AF016099
L32593
497 Rind Pierce et al., 2000* AF268376
Gephyrin 769 Mensch Prior et al., 1992 NM_020806
736 Ratte Prior et al., 1992 X66366/S38683
*Die Sequenz ist nur unter der ACC-Nummer publiziert. Eine entsprechende Publikation in einem wissenschaftlichen 
Journal ist bisher nicht erschienen. ACC, accession number.
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1.2 Synaptische Lokalisation des GlyRs
GlyRs liegen in hoher Dichte in den postsynaptischen Membranbereichen der 
Rückenmarks-Neurone vor. Die definierte Lokalisation wird vermutlich durch 
Gephyrin vermittelt, das bei der Aufreinigung des GlyRs koisoliert wurde [Schmitt 
et al., 1987]; dabei handelt es sich um ein peripheres 93-kDa-Membranprotein, 
welches auf der zytosolischen Seite postsynaptischer GlyR-haltiger Membranen 
vorliegt [Triller et al., 1985] und dort mit nanomolarer Affinität an polymerisiertes 
Tubulin bindet [Kirsch et al., 1991]. Es ist zusätzlich bekannt, dass Gephyrin mit 
einem Motiv aus 18 Aminosäuren der großen intrazellulären Schleife zwischen der 
dritten und vierten Transmembranregionen der β -Untereinheit interagiert [Meyer et 
al., 1995]. Mittlerweile sind verschiedene Gephyrin-Isoformen kloniert worden, die 
durch alternatives Spleißen von vier verschiedenen Exonen entstehen [Prior et al., 
1992].
Die Behandlung kultivierter Neurone des embryonalen Rückenmarks mit 
Antisense-Oligonukleotiden zeigte, dass Gephyrin für die gezielte Lokalisation der 
GlyRs nötig ist [Kirsch et al., 1993]. Der Zusatz von Strychnin oder L-Typ-Ca2+-
Kanalblockern machten deutlich, dass der Ca2+-Einstrom, der durch die 
Aktivierung der GlyRs in embryonalen Neuronen hervorgerufen wird, ein 
wesentlicher Faktor bei der Anreicherung von GlyRs und Gephyrin in der 
postsynaptischen Membran ist [Kirsch&Betz, 1998]. 
1.3 Herunter-Regulierung von Plasmamembranrezeptoren
Die Effizienz der synaptischen Transmission hängt entscheidend von der dichten 
Anordnung von Neurotransmitterrezeptoren an der postsynaptischen Membran ab. 
An schnellen Synapsen sind es die ligandengesteuerten Ionenkanäle, die eine 
rasche postsynaptische Antwort garantieren. Die Aufrechterhaltung einer 
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konstanten Rezeptordichte erfordert eine streng kontrollierte Regelung des Einbaus 
der Rezeptoren in die Plasmamembran und ihre Entfernung daraus.
Beim nACh-Rezeptor wurde beobachtet, dass es bei Denervierung oder 
Neurotransmissionsblockade  durch  α-Bungarotoxin [Akaaboune et al., 1999] zu 
einer beschleunigten endozytotischen Entnahme von nACh-Rezeptoren aus der 
postsynaptischen Plasmamembran kommt. Ihre Halbwertszeit verkürzte sich 
dadurch erheblich. Umgekehrt war ein verlangsamter Abbau von bereits 
postsynaptisch lokalisierten nACh-Rezeptoren bei der sich differenzierenden und 
entwickelnden motorischen Endplatte zu sehen [Xu&Salpeter, 1999]. Da der 
nACh-Rezeptor nach Internalisierung zum Lysosom transportiert und dort dem 
Abbau unterliegt [Pumplin&Fambrough, 1982; Xu&Salpeter, 1999], wird die 
Endozytose als wichtiger Faktor bei der Regulierung der postsynaptischen 
Rezeptordichte angesehen.
Dass die endo- und exozytotische Regulation ligandengesteuerter Ionenkanäle 
an der Synapse von großer Bedeutung für die Plastizität neuronaler Vorgänge sind, 
wird durch jüngste Versuche an glutamatergen Synapsen im ZNS unterstützt 
[Luscher et al., 2000; Turrigiano, 2000]. Hochfrequente Stimulation, die zur 
Langzeitpotenzierung führt, fördert hier den Einbau von Glutamatrezeptoren des 
AMPA-Subtypes in die Plasmamembran [Shi et al., 1999]. Bei Langzeitdepression 
ist hingegen zu beobachten, dass die Rezeptoren durch Clathrin-bedingte 
Endozytose aus der Plasmamembran entfernt werden [Man et al., 2000; 
Wang&Linden, 2000]. 
1.4 Endozytose
Säugetierzellen haben verschiedene Mechanismen entwickelt, um kleine Moleküle, 
Makromoleküle und Partikel zu internalisieren und diese zu bestimmten 
Organellen innerhalb des Zytoplasmas zu steuern. Zusammengefasst nennt man 
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diese Prozesse „Endozytose“, ein Begriff, der 1963 von de Duve vorgeschlagen 
wurde. Der Begriff Endozytose beinhaltet verschiedene Mechanismen, um 
extrazelluläre Materialien aufzunehmen: die Phagozytose („Zellfressen“), die 
Pinozytose („Zelltrinken“), die Clathrin-abhängige Rezeptor-vermittelte 
Endozytose und die Clathrin-unabhängige Endozytose [Mukherjee et al., 1997]. 
Endozytose hat mehrere Aufgaben:
 Eliminierung von körpereigenen Zellen, Zellbruchstücken und 
extrazellulären Makromolekülen, die im Zuge der allgemeinen 
Regeneration oder nach Beschädigung abgebaut werden sollen.
 Aufnahme von ganz bestimmten Substanzen zur Weiterverarbeitung oder 
zur Speicherung.
 Eliminierung von körperfremden Zellen, d.h. Parasiten im weitesten Sinn, 
und Molekülen als zellulärer Abwehrmechanismus.
 Aufnahme von Mikroorganismen und Makromolekülen durch 
endozytierte Immunzellen zur Antigenpräsentation und damit zur 
Induktion der humoralen Antwort.
 Vesikulärer Transport von Makromolekülen durch Epi- und 
Endothelzellen, der auch als Transzytose bezeichnet wird.
 Bedarfsangepasste Regulierung der Dichte von Plasmamembranproteinen. 
Diese Aufgaben erfordern ein spezifisches Erkennen des zu endozytierenden 
Materials.
Bei der Rezeptor-vermittelten Endozytose werden bestimmte Membranproteine  
wie z.B. der LDL-Rezeptor in sogenannten „coated pits“ konzentriert [Anderson et 
al., 1977; Anderson et al., 1982] und anschließend sehr effizient internalisiert 
[Mukherjee et al., 1997]. Andere Membranproteine wie z.B. das Influenza-Virus-
Hämagglutinin HA sind von den „coated pits“ ausgeschlossen. Clathrin-coated 
pits sind ungefähr 150 nm große Einbuchtungen an der Plasmamembran (542), die 
ungefähr 2% der Plasmamembranoberfläche von menschlichen Fibroblasten 
1. Einleitung und Zielsetzung                                                                                  9
[Anderson et al., 1977] und Rattenhepatozyten einnehmen. Sie werden durch 
konvexe korbähnliche Anlagerungen von Clathrin an der Plasmamembran gebildet. 
Die spezielle Affinität zu den coated pits resultiert daraus, dass die betreffenden 
Rezeptoren zytoplasmatische Erkennungs- bzw. Internalisierungmotive aufweisen, 
die mit Adapterproteinen interagieren, die selbst einen Teil der Clathrinhülle bilden 
[Mukherjee et al., 1997]. In Säugetierzellen sind bis heute vier verschiedene 
Adapterproteine beschrieben worden: AP-1, AP-2, AP-3 und AP-4 
[Bonifacino&Dell'Angelica, 1999]. AP-1 befindet sich in coated pits des Trans-
Golgi-Netzwerkes (TGN), während AP-2 mit den coated pits der Plasmamembran 
assoziiert ist. Jedes Adapterprotein ist ein Heterotetramer, welches aus zwei 
kleineren, ungefähr 100 kDa großen Untereinheiten (β1 und γ beim AP-1, β2 und 
αA/C beim AP-2) und zwei kleineren Untereinheiten (µ1 and α1 beim AP -1 und 
µ2 und α2 beim AP-2) besteht [Mukherjee et al., 1997].
Nachdem die Rezeptoren durch Clathrin-coated pits und unter Bildung 
eines umhüllten Vesikels („coated vesicle“) internalisiert wurden, verlieren diese 
Vesikel ihre Hülle und die internalisierten Rezeptoren werden zu den frühen 
Endosomen weitergeleitet, die durch ATP-abhängige Protonenpumpen angesäuert 
werden. Von dort aus werden die internalisierten Rezeptoren entweder zurück zur 
Plasmamembran transportiert (Recycling) oder in späte Endosomen oder 
Lysosomen eingeschleust, wo sie abgebaut werden [Mukherjee et al., 1997].
1.5 Lysosomen und Proteasomen als Abbausysteme von 
Proteinen 
Die zwei größten proteolytischen Abbausysteme in eukaryotischen Zellen sind die 
Lysosomen und die Proteasomen.
Lysosomen sind membrangebundene Organellen, die mit einem pH-Wert 
von 5,0-5,5 das sauerste Kompartiment einer Zelle darstellen. Sie enthalten eine 
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große Zahl von Hydrolasen, die ihre Aktivitätsoptima im sauren Bereich haben 
[Mukherjee et al., 1997; Luzio et al., 2000]. Lysosomen werden gewöhnlich als das 
entscheidende Kompartiment für den Proteinabbau angesehen 
[Kornfeld&Mellman, 1989] und spielen eine wichtige Rolle beim Abbau von 
phagozytiertem Material [Funato et al., 1997], bei der Autophagie 
[Lawrence&Brown, 1992], der Krinophagie und der Proteolyse zytosolischer 
Proteine, die durch transportabhängige Mechanismen über die lysosomale 
Membran geschleust wurden [Cuervo&Dice, 1996]. 
Proteasomen sind Multi-Protein-Komplexe, die sich im Zytosol - sowohl 
frei als auch an die Membran des Endoplasmatischen Retikulums (ER) gebunden -
und bei eukaryotischen Zellen auch im Zellkern befinden. Das Proteasom spielt 
eine Rolle im Abbau zytosolischer und nukleärer Proteinen, und zwar sowohl bei 
der Eliminierung unvollständig oder falsch gefalteter Proteine als auch bei der 
Kontrolle der Spiegel bestimmter Transkriptionsfaktoren oder 
zellzyklusregulierender Proteine [Coux et al., 1996]. Das Proteasom erkennt, 
entfaltet und verdaut Proteinsubstrate, die durch Ubiquitinierung speziell für einen 
Abbau markiert wurden [Bochtler et al., 1999].
Eine vereinfachte Ansicht des zellulären Proteinabbaus ist die, dass 
Lysosomen für den Abbau luminaler und transmembranärer Proteine des 
endozytotischen und sekretorischen Ablaufs zuständig sind, während sich die 
Proteasomen für den Ubiquitin-abhängigen Abbau von zytosolischen und 
nukleären Proteinen verantwortlich zeigen [Bonifacino&Weissman, 1998]. In 
neueren Studien hat sich allerdings gezeigt, dass Ubiquitinierung auch bei der 
Internalisierung verschiedener Plasmamembranrezeptoren beteiligt ist, so dass dem 
Proteasom auch eine Rolle bei der Regulierung der Dichte der 
Plasmamembranrezeptoren wie z.B. dem epithelialen Na+-Rezeptor oder dem c-
met-Rezeptor zukommt [Bonifacino&Weissman, 1998; Malik et al., 2001]).
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1.6 Endozytosesignale
1.6.1 Aminosäuresequenzen
Zur Endozytose bestimmte Plasmamembranproteine besitzen spezifische 
zytoplasmatisch lokalisierte Aminosäuresequenzen, die als Internalisierungmotive 
fungieren und „Coated-pits-Lokalisierungssignale“ genannt werden 
[Strous&Govers, 1999]. Sie dirigieren die Membranproteine zu den Clathrin-
coated pits.
Viele Rezeptoren (wie z.B. der LDL- und Transferrinrezeptor und 
Asialoglykoproteine) werden durch Tyrosin-basierte Signale internalisiert, bei 
denen aromatische Aminosäuren wie Tyrosin oder Phenylalanin eine zentrale Rolle 
spielen. Hierbei sind die am häufigsten beobachteten und bisher am besten 
verstandenen Motive „YXXO“ - wobei X für eine beliebige Aminosäure und O für 
eine hydrophobe Aminosäure steht [Chen et al., 1990; Collawn et al., 1990; Spiess, 
1990; Owen&Evans, 1998] - oder NPXY - N ist Asparagin und P entspricht Prolin 
[Bonifacino&Dell'Angelica, 1999]. YXXO Signale werden in allen Arten von 
Membranproteinen gefunden: Typ I (z.B. lamp-1), TYP II (z.B. 
Transferrinrezeptor) und mehrfach die Membran durchspannenden polytopen 
Proteinen (z.B. CD63). Die Internalisierungssignale finden sich meist auf kurzen 
zytosolischen Schleifen, obwohl sie auch innerhalb großer zytoplasmatischer 
Schleifen einiger Signalrezeptoren wie z.B. dem epidermalen Wachstumsfaktor-
Rezeptor und dem retroviralen Hüll-Glykoprotein HIV-1 gp41 aufzufinden sind.
Ein anderes zur Endozytose führendes Signal, das nicht aus aromatischen 
Aminosäuren besteht, ist das Di-Leuzin-Motiv (beim Insulin-  und  β-adrenergen-
Rezeptor), bei dem ein Leuzin-Leuzin-Dipeptid das zentrale Erkennungsmerkmal 
ist [Haft et al., 1998]. Das Tyrosin-basierte-Motiv und das Di-Leuzin-Motiv 
fungieren beide als effiziente Internalisierungssignale, werden jedoch von 
verschiedenen zytosolischen Faktoren erkannt [Marks et al., 1996].
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1.6.2 Ubiquitin als Internalisierungssignal und als Marker für 
Proteinabbau
Ubiquitin ist ein kleines hochkonserviertes Protein (8,5 kDa), das in allen 
eukaryotischen Zellen vorhanden ist. Es war das erste Protein, von dem gezeigt 
werden konnte, dass es durch kovalente Bindung andere Proteine modifiziert. Man 
nahm lange Zeit an, dass diese Proteinmodifizierung durch Polyubiquitinketten
ausschließlich dazu dient, zytosolische und nukleäre Proteine für einen Abbau im 
Proteasom zu markieren. Doch konnte inzwischen auch gezeigt werden, dass 
Ubiquitinierung zum einen zur Internalisierung von Plasmamembranrezeptoren, 
meist mit nachfolgendem Abbau im lysosomalen Kompartimenten, führt und zum 
anderen für den Abbau von - im ER zurückgehaltenen - Proteinen verantwortlich 
ist [Bonifacino&Weissman, 1998].
Bei Proteinen, die zum Abbau im Proteasom bestimmt sind, wird das 
carboxyterminale Glycin des Ubiquitins kovalent mit der ε-Aminogruppe von 
Lysinresten der abzubauenden Proteine verbunden. Die Energie zur Bildung dieser 
Isopeptidbindungen stammt aus ATP. Drei Enzyme sind an der Konjugation von 
Ubiquitin mit Proteinen beteiligt: E1 (Ubiquitin-Aktivierungs-Enzyme), E2 
(Ubiquitin-Konjugierungs-Enzyme) und E3 (Ubiquitin-Protein-Ligasen). Die ε-
Aminogruppe interner Lysinreste eines Ubiquitinmoleküls kann mit dem 
endständigen Carboxylat eines anderen Ubiquitinmoleküls verknüpft werden, so 
dass sich verzweigte Polyubiquitinketten ausbilden. Mindestens vier Monomere 
lange Multiubiquitinketten sind z.B. notwendig, um ein multipel ubiquitiniertes 
Protein zum 26S Proteasom [Bonifacino&Weissman, 1998] zu befördern, wo es 
abgebaut wird. Das Ubiquitinmolekül selbst bleibt intakt und kann von der Zelle 
wiederverwertet werden. 
Bei Membranproteinen führt die Internalisierung nach Ubiquitinierung 
zumeist zum Lysosom. Einige Plasmamembranproteine werden möglicherweise 
durch das Lysosom und das Proteasom abgebaut [Staub et al., 1997]. Vom c-met-
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Rezeptor ist bekannt, dass seine Ubiquitinierung zum Abbau im Proteasom führt 
[Bonifacino&Weissman, 1998]. Weiterhin wurde vor kurzem entdeckt, dass 
Monoubiquitinierung für sich alleine, d.h. in Abwesenheit anderer 
Internalisierungssignale, ausreicht, um Endozytose einzuleiten [Shih et al., 2000; 
Sloper-Mould et al., 2001]. Anstatt diese Proteine nun zum Proteasom oder 
Lysosom zu dirigieren, wo sie abgebaut würden, reguliert die Monoubiquitinierung 
Prozesse, die vom Membrantransport bis zur Transkription reichen [Hicke, 2001]. 
Ubiquitin spielt hier eine wesentliche Rolle bei der Herunterregulierung von 
Membranproteinen. 
Durch verschiedene monoklonale und polyklonale Antikörper wurde 
nachgewiesen, dass Ubiquitin in hoher Konzentration in der postsynaptischen 
Domäne neuromuskulärer Synapsen vorhanden ist [Serdaroglu et al., 1992]. Ferner 
wurde immunzytochemisch gezeigt, dass der Ubiquitingehalt zytosolischer 
Organellen und postsynaptischer Membranen nach axonaler Schädigung stark 
ansteigt [De Stefano et al., 1998]. Wegen der frühen Zunahme der 
Ubiquitinkonzentration wurde spekuliert, dass geschädigte Proteine durch 
Ubiquitin für den Abbau markiert und auf diese Weise Komponenten  des 
postsynaptischen Apparates wie z.B. nACh-Rezeptoren aus der Synapse entfernt 
werden.
1.7 Endozytose vom GlyR und seine Verankerung mit dem 
Protein Gephyrin 
Der inhibitorische GlyR ist ein ligandengesteuerter Ionenkanal, von dem eine 
effiziente endozytotische Regulation bekannt ist. Bei Zugabe seines Antagonisten 
Strynchin zu kultivierten spinalen Neuronen kommt es zu einer vermehrten 
Internalisierung der GlyRs, die mit einer Umverteilung auf endosomale 
Kompartimente einhergeht [Kirsch&Betz, 1998]; [Levi et al., 1998]. Zudem wurde 
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beobachtet, dass die Strychnin-inaktivierten GlyRs nicht mit dem peripheren 
Membranprotein Gephyrin interagierten. Gephyrin verankert sonst GlyRs und 
GABAA-Rezeptoren an der postsynaptischen Membran. Dies ist ein Indiz dafür, 
dass Gephyrin synaptisch lokalisierte GlyRs vor Endozytose schützt. 
1.8 Verwendung von Xenopus laevis-Oozyten als zelluläres 
Expressionssystem
1.8.1 Grundlegende morphologische und biologische Eigenschaften der 
Oozyte von Xenopus laevis
Die Xenopus laevis-Oozyte stellt eine Riesenzelle dar (glatte Oberfläche: ca. 5 
mm²; inklusive Mikrovilli: ca. 22 mm²; Volumen: ca. 0,9 µl [Hilken G., 1997], die 
in eine animale und eine vegetative Hemisphäre unterteilt werden kann. Die 
animale Hemisphäre ist schwarz-braun pigmentiert und enthält neben dem Zellkern 
vornehmlich Mitochondrien- und Ribosomen-reiches Zytoplasma sowie Lipoid-
und Protein-Dotter. Abhängig von der Erdanziehung zeigt die animale Hemisphäre 
nach oben. Bedingt durch die kristallin gepackten Dotterproteine ist die vegetative 
Hemisphäre grünlich bis hellgelb gefärbt. Die Oozyten sind über einen längeren 
Zeitraum in der Prophase I der Reduktionsteilung arretiert. Die ribosomalen Gene 
erhöhen in dieser Zeit in Form des „Rolling Cycle“ ihre Anzahl. Dabei entstehen 
mehr als 1000 Kernkörperchen, so dass im Kern ca. 2x106 DNA-Kopien 
vorhanden sind. Diese hohe Kopienzahl führt zu einer erhöhten Transkriptionsrate 
der RNA-Polymerase I und schließlich zu 1012 Ribosomen in einer 
ausgewachsenen Oozyte [Hilken G., 1997]. Die diploiden Eizellen werden auch als 
Prophase-I-Oozyten bezeichnet. 
Prophase I-Oozyten werden in sechs Stadien eingeteilt [Dumont, 1972]. 
Für Expressionsversuche werden Oozyten im Stadium 5 und 6 verwendet, die eine 
Größe von 1-1,3 mm aufweisen und deren Zellkern in die animale Hemisphäre 
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eingewandert ist. Weitere Kennzeichen sind die Ansammlung von bis zu 15 µm 
große Dotterorganellen in der vegetativen Hemisphäre und die vollständig 
ausgebildete Vitellinhülle. Diese 1 µm dicke, aus Glykoproteinen bestehende Hülle 
fungiert als Exoskelett. 
1.8.2 Vorteile der Nutzung von Oozyten als zelluläres Expressionssystem
Eizellen von Amphibien haben in der modernen Grundlagenforschung große 
Bedeutung für die Aufklärung molekularbiologischer, biophysikalischer, 
biochemischer, elektro- und entwicklungsphysiologischer Prozesse. 
Für die Verwendung von Oozyten des Krallenfrosches Xenopus laevis zur 
Proteinsynthese sprechen folgende Aspekte:
 Oozyten sind leicht und in großen Mengen zu gewinnen
 Oozyten lassen sich aufgrund ihrer Größe gut manipulieren 
 Oozyten eignen sich zur in vivo-Replikation, -Transkription, und -   
Translation
 Bedingt durch die große Anzahl von Ribosomen weisen Oozyten eine 
hohe translationale Kapazität auf
 Oozyten ermöglichen die Untersuchung post-translationaler 
Modifikationsprozesse in einer einzigen Zelle 
 Das Versuchstier braucht zur Entnahme von Teilen des Ovars nicht 
getötet zu werden
 Oozyten erhält man mehrmals über einen längeren Zeitraum vom selben 
Weibchen.
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Die erfolgreiche Translation eines exogenen Proteins in Oozyten gelang erstmals 
1971 nach Mikroinjektion von Hämin und 9S-Hämoglobin-mRNA aus Kaninchen-
Retikulozyten. Die Oozyten produzierten intaktes Hämoglobin [Gurdon et al., 
1971]. Die große Masse und Translationskapazität einer einzelnen Oozyte 
ermöglicht hohe Proteinausbeuten bei sparsamen mRNA-Einsatz. In einigen Fällen 
genügt eine einmalige Injektion von weniger als 1 pg mRNA pro Oozyte, um 
detektierbare Proteinmengen zu erhalten. Eine Sättigung des Translationsapparates 
ist mit ca. 20 ng/Oozyte erreicht. Injizierte mRNA-Mengen und 
Translationsantwort sind nicht unbedingt proportional, da oft eine weitere oder 
erhöhte Translation erst nach längerer Zeit erfolgt. Bei optimalen mRNA-Einsatz 
werden ca. 10-30 Proteinmoleküle pro mRNA-Molekül je Stunde translatiert 
[Hilken G., 1997]. 
Gegenüber den ebenfalls sehr effektiv translatierenden zellfreien in vitro-
Translationssytemen besitzt das Oozyten-System einige Vorteile. Es können 
mehrere Elektroden oder Mikrokapillaren gleichzeitig appliziert werden, um 
simultan die verschiedenen elektrophysiologischen Parameter (Em, Rm, Cm) oder 
Ionenströme zu messen. Des weiteren können neben cDNA (in den Kern) oder 
mRNA auch Proteine vergleichsweise leicht ins Zytoplasma injiziert werden, die 
sich in kleine Zellen nur schlecht oder gar nicht einschleusen lassen. Damit können 
zusätzlich biochemische Vorgänge wie Bindungsstudien mit anschließender 
morphologischer Charakterisierung des zellulären Status untersucht werden. 
Oozyten sind u.U. über viele Stunden hinweg in der Lage, eine injizierte mRNA zu 
translatieren, sofern das synthetisierte Protein mit der Physiologie der Oozyte 
kompatibel ist [Hilken G., 1997].
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1.9 Zielsetzung der Arbeit
Untersuchungen von Dr. Cora Büttner und Dipl. Biochem. Sven Sadtler in unserem 
Labor hatten ergeben, dass der in Xenopus-Oocyten exprimierte homopentamere 
GlyR-1-Rezeptor an der Plasmamembran ubiquitiniert und anschließend im 
Bereich der großen zytoplasmatischen Schleife proteolytisch gespalten wurde. 
Meine Arbeit, die sich aus diesen Ergebnissen ableitete, hatte folgende Ziele:
 Durch Verschieben eines einzelnen Methioninrestes im Bereich der 
zytoplasmatischen Schleife der 2-Untereinheit kombiniert mit einer 
Analyse, ob dieser Methioninrest im kleineren der beiden Spaltfragmente 
der 2-Polypeptidkette enthalten ist oder nicht, sollte versucht werden, die 
Spaltstelle genau zu lokalisieren.
 Durch Einsatz von Fremdstoffen, die definierte Wirkungen im 
Endozytoseweg von Zellen besitzen, sollte versucht werden zu klären, ob 
das Proteasom oder eher die Lysosomen den Ort der proteolytischen 
Spaltung der 1-Kette in Xenopus-Oozyten darstellen.
 Da Tyrosinreste generell als Endozytosemotive von Membranproteinen 
fungieren können, sollte untersucht werden, ob auch der einzige 
Tyrosinrest in der 1-Kette, der innerhalb der zytoplasmatischen Schleife 
zwischen M3 und M4 lokalisiert ist, eine Rolle bei der Endozytose des 
GlyRs spielt.
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2. Material und Methoden
2.1 cDNAs der 1-, 2- und der -Untereinheit des humanen 
GlyRs
Die Konstrukte der GlyR-1-pNKS2# und Gly-R1-His-pNKS2# wurden in 
unserem Labor von Dr. Annette Nicke unter Verwendung des Konstrukts hGlyR-
1-pBSSK¯ (Arbeitskreis Prof. Betz, MPI für Hirnforschung, Frankfurt am Main) 
hergestellt [Griffon et al., 1999]. Das Konstrukt GlyR-2-His-pNKS2# wurde von 
Dipl. Biochem. S. Sadtler durch Umklonierung des gesamten kodierenden 
Bereiches der humanen Gly-R-2-cDNA aus dem Plasmid hGlyR-2-pBSSK¯ (Dr. 
B. Laube und Prof. H. Betz, MPI für Hirnforschung, Frankfurt am Main) [Gloor et 
al., 1995] ) hergestellt. Der gesamte kodierende Bereich der ß-Untereinheit des 
Ratten-GlyR inklusive eines C-terminalen Flag- und His-tags wurde von Dr. 
Natalie Griffon (MPI für Hirnforschung, Frankfurt/Main) in den Vektor pNKS2 
umkloniert. Das Konstrukt -Flag-His-pNKS2# wurde ebenfalls von Dr. Natalie 
Griffon zur Verfügung gestellt. Die Mutanten GlyR-1-no-K-pNKS2# und GlyR 
PPP365AAA-1-pNKS2# entstanden durch gerichtete Mutagenese durch Dipl. 
Biochem. Sven Sadtler (siehe Tab. 2.1). 
2.2 Modifikationen der cDNA-Konstrukte durch gerichtete 
Mutagenese
Die gerichtete Mutagenese der cDNA-Konstrukte hatte die Veränderung einzelner 
Aminosäuren oder die Insertion mehrerer Aminosäuren zum Ziel. Sie wurde nach 
dem Prinzip des QuikChangeTM Site-Directed-Mutagenesis-Kit (Stratagene, 
Heidelberg) durchgeführt. Dabei wird doppelsträngige Plasmid-DNA, die das 
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interessierende Insert enthält, als Matrize in eine PCR eingesetzt. Zwei PCR-
Primer (MWG, Ebersberg), die die gewünschte Mutation enthalten und sich genau 
gegenüber am jeweiligen Plasmidstrang anlagern, werden durch die Pfu-
Polymerase (Stratagene, Heidelberg) in Anwesenheit von dNTPs (Amersham 
Pharmacia Biotech, Freiburg) so verlängert, dass genickte zirkuläre DNA-Stränge 
mit den inkorporierten Primern entstehen. Die Synthesezeit richtete sich nach der 
jeweiligen Länge des Plasmids. Als Anhaltspunkt diente die Syntheserate der Pfu-
Polymerase von 1.000 bp pro min. Es wurde das PCR-Gerät Gene-Amp-PCR-
System 2400 von Perkin Elmer (Überlingen) verwendet. 
Nach der Amplifikation wurde die methylierte DNA-Matrize durch Dpn I-
Behandlung (New England, Biolabs, Bad Schwalbach) multipel restringiert. Die 
entstandenen genickten Plasmide wurden in Bakterien des E. coli-Stammes XL1-
Blue (Stratagene, Heidelberg) transformiert, die in der Lage sind, genickte 
Plasmide zu „reparieren“. Kompetente XL1-Blue wurde nach der CaCl2-Methode 
(Inoue et al., 1990) gewonnen. Positive Klone wurden durch Über-Nacht-
Kultivierung auf Ampicillin-haltigen LB-Platten (LB-Medium von 
LifeTechnologies, Karlsruhe) selektioniert. Nach Vermehrung dieser Klone in 
einer Schüttelkultur über Nacht wurde die Plasmid-DNA unter Verwendung des 
Qiagen Plasmid-Mini-Kit (Qiagen, Hilden) isoliert. Die Sequenzierung der 
Konstrukte erfolgte durch kommerzielle Sequenzierung am Institut für 
Pharmazeutische Biologie, Universität Frankfurt und wurde an einem Perkin-
Elmer DNA-Sequencer 377 von Frau Dr. Ilse Zündorf durchgeführt. 
In Tabelle 2.1 sind die Klone angegeben, bei denen einzelne Kodons der 
GlyR-1-cDNA durch gerichtete Mutagenese ausgetauscht wurden. Tabelle 2.2 
zeigt die GlyR-1-Spleißvariante, die durch Insertion von acht Kodons hergestellt 
wurde.
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Tabelle 2.1: GlyR--Konstrukte, die durch Mutationen einzelner Kodons
entstanden sind
Bezeichnung Ausgangsklon Mutation Primer
GlyR M350I -2-
His-pNKS2# 
*GlyR2-His-pNKS2# M350I 938/939
GlyR M350I,M322 2-
His-pNKS2# 
GlyR M350I 2-His-pNKS2# L322M 945/946
GlyR M350I,V337M-2-
His-pNKS2# 
GlyR M350I 2-His-pNKS2# V337M 953/954
GlyR M350I,R327M-2-
His-pNKS2# 
GlyR M350I 2-His-pNKS2# R327M 986/987
GlyR M350I,R330M-2-
His-pNKS2# 
GlyR M350I 2-His-pNKS2# R330M 988/989
GlyR M350I,K333M-2-
His-pNKS2# 
GlyR M350I 2-His-pNKS2# K333M 1025/1026
GlyR IQ381AA-1-
His-pNKS2#
*GlyR1-His-pNKS2# IQ 1040/1041
GlyR Y339A-1-
His-pNKS2# 
*GlyR1-His-pNKS2# Y339A 1031/1032
GlyR Y339A-1-His-
no K-pNKS2# 
*GlyR1-His no K pNKS2# Y339A 1031/1032
GlyR PPPAPSKS365
AAAAAAKA-1-His-
pNKS2# 
*GlyR PPP365AAA-1-His-
pNKS2#
AAAKA 940/941
GlyR N38Q-1-His-
pNKS2# 
GlyR1-His-pNKS2# N38Q 963/964
Die Position der in Spalte 3 angegebenen Aminosäuren leiten sich jeweils aus der „reifen“ 
Proteinsequenz ab, d.h. nach Abspaltung des Signalpeptid. Die erste Aminosäure nach 
diesem abgespaltenen Signalpeptid entspricht der Position 1. Die mit Sternchen markierten 
Konstrukte wurden in unserem Labor von Dipl. Biochem. Sven Sadtler bzw. von Dr. 
Annette Nicke hergestellt und dienten als Ausgangskonstrukte für die in dieser Arbeit 
hergestellten weiteren Mutationen.
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Tabelle 2.2: GlyR-1-Spleißvariante, die durch Insertion von acht Kodons 
entstanden ist
Bezeichnung Ausgangsklon Insertion Primer
GlyR1-His-pNKS2# long GlyR1-His-pNKS2# 326SPMLNLFQ 998/999
2.3 cRNA-Synthese
Zur cRNA-Synthese wurden die jeweiligen Plasmide hinter dem Poly(A)-Schwanz 
des Vectors mit dem Restriktionsenzym Not I linearisiert. Nach der Aufreinigung 
mit Hilfe des Qiaquick-Nucleotide-Removal-Systems (Qiagen, Hilden) wurde die 
DNA in 0,5 x TE aufgenommen und zur cRNA-Synthese eingesetzt. Die mit Hilfe 
der SP6-Polymerase in Gegenwart von Cap-Nucleotid transkribierte cRNA wurde 
anschließend durch Sepharose-G50-Chromatographie (ProbeQuan-G50-
MicroColumns, Pharmacia Biotech, Freiburg) und Phenol-Chloroform-Extraktion 
von Nukleotiden und Proteinen befreit, in Ethanol und Na-acetat gefällt und in 5 
mM Tris-HCl (pH 7,5) aufgenommen. Die Quantifizierung der cRNA erfolgte 
durch photometrische Bestimmung der Absorption bei 260 nm und 280 nm an 
einem Hitachi U-2000 Spektralphotometer.
2.4 Xenopus-Oozyten als Expressionssystem
2.4.1 Herkunft und Haltung der Frösche
Die Krallenfrösche (Xenopus laevis) wurden aus Südafrika importiert (African 
Xenopus Facility, Südafrika). Bis zu 10 Tiere wurden in Becken mit 200 l 
Leitungswasser gehalten, die kontinuierlich mit Pressluft begast wurden. Die 
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Wassertemperatur betrug 16-22°C. Es floss alle 8 h für 4 h frisches Wasser zu. Der 
Raum wurde in einem 12-h-Rhythmus beleuchtet und konstant auf 18°C 
Lufttemperatur gehalten. Die Krallenfrösche wurden zweimal wöchentlich mit 
gewürfeltem Rinderherz, dem kleine Mengen Multisanostol® zuckerfrei (Roland, 
Hamburg) zugefügt wurden, gefüttert.
2.4.2 Gewinnung des Ovars
Xenopus laevis Weibchen wurden durch Inkubation in einer 0,2 %igen Lösung von 
3-Aminobenzoesäure (Tricain, MS 222, Sigma Chemicals, St.Louis, USA), deren 
pH-Wert mit Hepes auf 7,4 eingestellt wurde, anästhesiert. Durch einen ca. 1 cm 
langen Schnitt auf der Bauchseite wurden Haut und Muskelschicht durchtrennt, um 
Zugang zum Ovar zu bekommen. Dieses wurde mit einer Pinzette vorsichtig 
herausgezogen und mit einer Schere abgeschnitten. Das Ovar wurde bis zur 
Kollagenase-Behandlung in ORi bei 19°C gelagert. Muskelschicht und Haut 
wurden separat wieder zusammengenäht. Der Frosch wurde über Nacht in 
seesalzartigem Wasser (1 g Seesalz/Liter Leitungswasser) gehalten. Bis zur 
nächsten Operation wurde ein Zeitraum von mindestens sechs Monaten 
eingehalten, damit die Wunde ausreichend verheilen und das Ovar regenerieren 
konnte.
2.4.3 Kollagenase-Behandlung der Xenopus-Oozyten
Zur Entfernung des Bindegewebes und der Follikelzellen, die die Oozyten 
umgeben [Dumont, 1972], wurde das Ovar mit Pinzetten in kleine Stücke zerlegt 
und über Nacht (ca 15 h) bei 19°C in 10 ml Kollagenase (1,5 mg/ml ORi, steril 
filtriert, Serva #17.449, Heidelberg) eingelegt. Anschließend wurden die Oozyten 
mit Oozyten-Ringer-Lösung (Tab. 2.3) vorgewaschen, in nominal Ca2+-freiem ORi 
(Tab. 2.3) 10 min lang inkubiert, um die Follikelzellen abzulösen und wieder in 
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ORi aufgenommen. Oozyten der Entwicklungsstadien V oder VI (Colman, 1984) 
wurden kurz danach mit einer Glas-Pasteurpipette ausgelesen, um eine homogene 
Gruppe zu erhalten. Bis zur Injektion wurden die Oocyten bei 19°C in ORi 
aufbewahrt. Zur Kollagenasebehandlung und für längerdauernden Inkubationen der 
Oozyten wurde das ORi mit Gentamycin (50 mg/l, Fluka Chemie AG, Buchs, 
Schweiz) versetzt. 
Tabelle 2.3: Medien zur Inkubation der Oozyten
Oocyten-Ringer-Lösung (ORi) "Ca2+-freies ORi" *
90 mM NaCl
1 mM KCl
1 mM CaCl2 x 2H2O
1 mM MgCl2 x 6H2O
5 mM Hepes
in Millipore-Wasser
pH 7,4 mit 1 M NaOH 
eingestellt und autoklaviert
90 mM NaCl
1 mM KCl
1 mM MgCl2
5 mM Hepes
in Millipore-Wasser
pH 7,4 mit 1 M NaOH 
einstellt und autoklaviert
* Das Medium wurde ohne Zusatz von CaCl2 hergestellt, so dass eine im Vergleich 
zu den anderen Ionen zu vernachlässigende Menge an Ca2+-Ionen enthalten war.
2.4.4 cRNA-Injektion in Xenopus-Oozyten
Die Injektion der Oozyten mit cRNA wurde an einem Injektionsplatz durchgeführt, 
der mit einer Stereolupe (M32, Wild, Heerbrugg), einer Mikroinjektionspumpe 
(Nanoject, Fa. Drummond, Broomall, USA) und einem Mikromanipulator (Fa. 
Bachofer, Reutlingen) ausgestattet war. Die Glaskapillaren wurden mit Hilfe eines 
Mikropipettenpullers (Modell PP-830, Fa. Narishige, Japan) hergestellt. Die cRNA 
wurde in einer Konzentration von 0,5 µg/µl (40 nl/Oozyte) injiziert. Injizierte 
Zellen und nicht-injizierte Kontrollgruppen wurden in ORi bei 19°C gelagert. 
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2.5 Proteinchemische Methoden
2.5.1 Metabolische Markierung durch L-[35S]-Methionin
Zwischen der Injektion und der radioaktiven Markierung wurden die Oozyten 1-2 
h lang bei 19°C gehalten. Die metabolische Markierung neu synthetisierter 
Proteine erfolgte durch Zugabe von L-[35S]-Methionin (Amersham Buchler, 
Braunschweig) in das Medium (ca. 0,1 MBq pro Oozyte). Diese als Puls 
bezeichnete metabolische Markierung des Gesamtproteins dauerte je nach 
Fragestellung 4 h, 6 h oder 15 h (über Nacht) und erfolgte in dicht verschlossenen 
Gefäßen, deren Innenwand zuvor mit Oozyten-Homogenat beschichtet worden 
war, um ein Anhaften der Zellen zu verhindern. Danach wurden die Zellen 
entweder 24 h in ORi bei 19oC nachinkubiert („Chase-Phase“), um dann 
aufgearbeitet zu werden, oder aber sie wurden direkt - d.h. ohne Nachinkubation 
bei 19oC - in 1,5-ml-Reaktionsgefäße überführt und bis zur Aufarbeitung bei 0oC 
aufbewahrt. Die Inkubation während der Chase-Phase erfolgte in 10-ml-Cell+-
Gewebekulturschalen (Sarstedt, Nümbrecht), deren spezielle Beschichtung ein 
Anhaften der Oozyten am Gefäßboden verhindert.
2.5.2 Aufreinigung der Proteine mittels Ni2+-Chelatchromatographie
Eine mit einer bestimmten cRNA injizierte Gruppe umfasste in der Regel 8-12 
Oozyten. Unmittelbar vor der Aufarbeitung wurden die radioaktiv markierten 
Oozyten mit Ca2+-freiem ORi gewaschen, um eine Aktivierung Ca2+-abhängiger 
Proteasen bei der anschließenden Lyse der Oozyten zu vermeiden. Alle 
nachfolgend beschriebenen Schritte wurden auf Eis durchgeführt. Zur 
Solubilisierung der Proteine wurden die Oozyten jeweils einer Gruppe in einem 
1,5-ml-Reaktionsgefäß (Safe Lock; Sarstedt, Nümbrecht) durch zwanzigmaliges 
Auf- und Abpipettieren mit einer 200 µl-Kolbenhubpipette mit gelber Spitze 
homogenisiert. Als Homogenisierungspuffer (20 µl pro Oozyte) diente eiskalter 0,1 
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M Phosphatpuffer pH 8,0, in dem 1& Digitonin (Tab. 2.4), 10 mM Iodacetamid 
(Sigma Chemicals, St. Louis, USA) und die Proteaseinhibitoren Pefabloc®-SC (0,1 
mM, Roth, Karlsruhe), Pepstatin (5 µM, Biomol, Hamburg), Leupeptin und 
Antipain (je 10 µM, Biomol, Hamburg) gelöst waren. Anschließend wurde das 
Homogenat 15 min lang auf Eis inkubiert und während dieser Zeit wiederholt
jeweils 45 sec lang auf dem Vortex (Vortex Genie 2, Bender & Hobein AG, 
Zürich) aufgeschüttelt.
Um den löslichen Anteil komplett von den unlöslichen Zellbestandteilen 
abzutrennen, wurde das Homogenat zentrifugiert (16.000 rpm, 4°C, 10 min), der 
Überstand in ein neues Reaktionsgefäß überführt und dieser zur vollständigen 
Abtrennung mitüberführter unlöslicher Bestandteile ein zweites Mal unter den 
oben angegebenen Bedingungen zentrifugiert. 100 µl des Überstandes wurden in 
ein Eppendorfgefäß pipettiert, in das 30 µl einer 1:1 (v/v) Suspension an Ni2+-
NTA-Agarose-Beads, entsprechend 15 µl gepackten Beads, und 400 µl 
Verdünnungspuffer (0,1 M Phosphatpuffer pH 8,0, 1% Digitonin, kein 
Iodacetamid) vorgelegt worden waren. Zusätzlich wurde Imidazol in einer 
Endkonzentration von 10 mM zugesetzt. Die Ansätze wurden 30-45 min lang bei 
Raumtemperatur in einem Kopf-über-Kopf-Mischer (REAX 2, Heidolph, 
Kelkheim) stetig gemischt, um die Ni2+-NTA-Agarose in Suspension zu halten und 
so den rekombinanten Rezeptoren über ihre C-terminale Hexahistidinsequenz die 
Bindung an die immobilisierten Ni2+-Ionen zu ermöglichen.
Anschließend wurde die Ni2+-NTA-Agarose fünfmal mit je 1 ml eiskaltem 
Waschpuffer (0,1 M Phosphatpuffer pH 8,0; 1 mM Iodacetamid; 0,1 mM 
Pefabloc®-SC; 20-25 mM Imidazol) gewaschen. Dazu wurden die Ni2+-NTA-
Agarose-Beads jeweils durch Zentrifugation (16.000 rpm, 20°C, 1-2 min) 
sedimentiert, so dass der Überstand abgesaugt und verworfen werden konnte. Die 
Ni2+-NTA-Agarose-Beads wurden mit neuem Puffer versetzt und durch Schütteln 
wieder vollständig suspendiert. Danach erfolgte wieder Sedimentation durch 
Zentrifugation, Absaugen des Überstandes und so weiter. Durch den 
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Waschvorgang wurden diejenigen Komponenten des Oozytenextraktes, die in 
Gegenwart von 25 mM Imidazol nur schwach mit den Ni2+-Ionen interagierten,
entfernt. Dabei war es das Ziel, möglichst wenig Hintergrund durch schwächer 
assoziierte Komponenten zu erhalten und gleichzeitig möglichst wenig Zielprotein 
zu verlieren. Die optimale Imidazolkonzentration war aus Vorversuchen bekannt. 
Die Digitoninkonzentration im Waschpuffer betrug 0.2%.
Zuletzt wurden die Proteine unter Bewahrung ihres nativen Zustandes durch 
eine hohe Imidazolkonzentration aus der Ni2+-Bindung verdrängt. Dazu wurde die 
Ni2+-NTA-Agarose nach weitgehender Entfernung des Waschpuffers mit 50 µl 
Elutionsmittel versetzt und 10 min bei Raumtemperatur in einem Horizontalrüttler 
(Vibrax, IKA, Staufen) in Suspension gehalten. Der Elutionspuffer (200 mM 
Imidazol, 50 mM HCl, pH 7,5 wurde vor Gebrauch mit dem Digitonin versetzt. 
Nach Abzentrifugieren (16.000 rpm, 20°C, 1-2 min) der Agarosebeads wurde der 
Überstand in ein frisches 1,5-ml-Reaktionsgefäß überführt. Zur Vollständigkeit der 
Elution wurde der Vorgang mit weiteren 50 µl Elutionsmittel wiederholt. Die 
Überstände wurden vereinigt und auf Eis aufbewahrt. 
2.5.3 Bestimmung des 35S-Methionineinbaus in das Gesamtprotein
Aufgrund mehrerer Ursachen kann sich der Detergenzextrakt, der aus [35S]-
Methionin-markierten Oozyten gewonnen wird, in seinem Gehalt an radioaktivem 
Protein deutlich unterscheiden. Ein Grund liegt in der unterschiedlichen 
Verdünnung des radioaktiven Methionins mit nicht-radioaktivem Methionin aus 
dem Aminosäurepool der Oozyten, was eine besondere Rolle spielen dürfte, wenn 
einzelne Oozyten während der Markierung lysieren, so dass ihr endogenes 
Methionin freigesetzt wird. Die Abnahme der spezifischen Radioaktivität führt zu 
einer verminderten radioaktiven Markierung neusynthetisierter Proteine. 
Desweiteren treten Unterschiede in der Effizienz auf, mit der sich Proteine aus den 
Oozyten extrahieren lassen. Besonders große Unterschiede fanden sich in Puls-
Chase-Versuchen, wobei sich Membranproteine aus unklaren Gründen direkt nach 
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dem Puls schlechter extrahieren ließen als nach einer zusätzlichen Chase-Phase. 
Infolgedessen enthalten die Oozytenextrakte direkt nach dem Puls meist wesentlich 
weniger Radioaktivität als nach einer längeren Chase-Phase.
Die Variabilität des [35S]-Methioningehaltes des Gesamtproteins spiegelte 
sich in der variablen Markierung der rekombinanten Proteine wieder, die über die     
Hexahistidinsequenz aus dem Detergenzextrakt isoliert wurden. Methodisch wurde 
versucht, diesem Umstand zum einen dadurch zu begegnen, dass die 
Oozytenhomogenate nach dem Homogenisieren 15 min auf Eis inkubiert und 
während dieser Zeit wiederholt intensiv auf dem Vortex gemischt wurden, ehe 
durch Abzentrifugieren unlöslicher Bestandteile der eigentliche Oozytenextrakt 
gewonnen wurde. Zum anderen wurde in einigen Experimenten der [35S]-
Methioningehalt des extrahierten Gesamtproteins experimentell bestimmt. Mit 
Hilfe dieses Wertes wurde die Menge an isoliertem [35S]-Methionin-markierten-
Protein, die auf das Polyacrylamidgel aufgetragen wurde, normiert, so dass von 
den Extrakten mit niedrigem [35S]-Methioningehalt entsprechend mehr isoliertes 
Protein aufgetragen wurde und umgekehrt. 
Um das in die Proteine eingebaute [35S]-Methionin quantitativ zu bestimmen, 
wurde zunächst eine Trichloressigsäure-Fällung durchgeführt. Dazu wurden am 
Ende der Inkubation des Oocytenextraktes nach Abzentrifugieren der Ni2+-NTA-
Agarose-Beads je zwei 100 µl-Portionen des Überstandes zu je 400 µl eiskalter 
10%iger Trichloressigsäure gegeben, mit dieser vermischt und mindestens 30 min 
auf Eis inkubiert. Die gefällten Proteine wurden durch Zentrifugieren (4oC, 10 min, 
15.000 rpm) pelletiert, das Proteinpellet nach dem Absaugen und Verwerfen des 
Überstandes mit 400 µl Trichloressigsäure gewaschen und anschließend in 400 µl 
0,5 M NaOH durch eine 30 min Inkubation bei 37oC unter permanentem Schütteln 
aufgelöst. Von jeder der beiden Probe wurden zwei 2-µl-Proben in je 1 ml 
Szintillator pipettiert und mit diesem durch eine mehrstündige Inkubation im Kopf-
über-Kopf-Wender homogen vermischt. Anschließend wurde der 
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Radioaktivitätsgehalt jeder Probe in einem Flüssigkeitsszintillationszähler (Wallac 
1409, Liquid scintillation counter, Freiburg) bestimmt. 
2.6 Auftrennung der Proteine mittels Polyacrylamid-
Gelelektrophorese
2.6.1 Probenvorbereitung
Probenvorbereitung für die denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
(PAGE)
Vor Durchführung der denaturierenden PAGE wurden die in der Regel nativ 
eluierten Proteine nachträglich durch eine 10 min Inkubation bei 56oC mit dem 
jeweils passenden SDS- bzw. LiDS-Probenpuffer denaturiert. Für die SDS-PAGE 
wurde 5 x LiDS-Probenpuffer (310 mM Tris/HCl pH 6,8, 10% w/v LiDS, 50% v/v 
Glycerol und 0,5% w/v Bromphenolblau) verwendet, für die Tricin-SDS-PAGE 
entsprechend 5 x Tricin-SDS-Probenpuffer (250 mM Tris/HCl pH 6,8, 20% w/v 
LiDS, 60% v/v Glycerol und 0,05% Serva Blue G). Wenn nicht anders angegeben, 
wurde dem 5 x SDS-Probenpuffer 100 mM Dithiothreitol (DTT, Stratagene, 
Heidelberg) zugesetzt, um eine Reduktion der Disulfidbrücken zu bewirken. Die 
Anlagerung von Dodecylsulfat bewirkt bei den meisten oligomeren Proteinen eine 
Dissoziation in die Untereinheiten. Die Aufhebung von Sekundärstrukturen führt 
dazu, dass die Untereinheiten als langgestreckte Peptidketten vorliegen. Da die 
Dodecylsulfat-Bindung der meisten Proteine konstant 1,4 g/g Protein beträgt, 
nimmt ihre negative Ladung proportional mit der Proteinmasse zu, so dass man aus 
der Laufstrecke im Polyacrylamidgel auf ihre molekulare Masse schließen kann. 
Wenn angegeben, wurde das pro Spur aufgetragene Volumen anhand der 
Ergebnisse einer TCA-Fällung (Kapitel 2.7.3) korrigiert und betrug zwischen 2 µl 
und 20 µl. Als Massenstandard diente der [14C]-markierte Rainbow™ -Marker 
(14,3 – 200 kD, Amersham Buchler, Braunschweig), der zuvor mit 1x LiDS-
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Probenpuffer mit 20 mM DTT versetzt und 2 min lang auf 100oC erhitzt worden 
war.
Probenvorbereitung für die blaue native Gelelektrophorese (BN-PAGE)
Die BN-PAGE [Schagger&von Jagow, 1991] erlaubt die Auftrennung der Proteine 
unter Erhalt ihrer Quartärstruktur. Anstatt des denaturierend wirkenden 
Dodecylsulfats dient der blaue Farbstoff Coomassie dazu, dem Protein die für die 
elektrophoretische Mobilität notwendige negative Ladung zu geben. Die 
Wanderungsstrecke wird weniger von der Masse des Proteins als vom Siebeffekt 
des Polyacrylamid-Gradientengeles bestimmt.
Die ausschließlich nativ eluierten und auf Eis gelagerten Proteinproben 
wurden vor dem Auftragen mit nativem 5 x Probenpuffer (50% v/v Glycerol; 100 
mM 6-Aminocapronsäure 1% w/v Serva Blue G, Serva, Heidelberg;) im Verhältnis 
5:1 versetzt. Wenn eine partielle Dissoziation der Proteine in ihre Untereinheiten 
bezweckt wurde, wurde der Probe DTT in einer Endkonzentration von 100 mM 
und in manchen Fällen zusätzlich 8 M Harnstoff (Sigma Chemicals, St. Louis, 
USA) zugesetzt. Die Inkubation der Proben richtete sich nach der individuellen 
Fragestellung. Als Größenstandards diente eine Mischung der nativen löslichen 
Proteine Ferritin, Aldolase, Katalase, BSA und Ovalbumin (je 10 µg pro Spur, 
Combithek II®, Boehringer, Mannheim), die jeweils an beiden Seiten des Gels 
außen aufgetragen wurde.
2.6.2 Zusammensetzungen der Gele und der Gelpuffer
Die Chemikalien wurden von folgenden Firmen bezogen:
 40 % Acrylamid:Bis-acrylamid (19:1): Biorad, München
 30% Acrylamid:Bis-acrylamid (37,5:1): Biorad, München
 Serva Blue G: Serva, Heidelberg
 Serva Blue R: Serva, Heidelberg
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 Ammoniumpersulfat (APS): Sigma Chemicals, St. Louis, USA
 6-Aminocapronsäure: Sigma Chemicals, St. Louis, USA
Die übrigen Substanzen stammten von der Firma Merck (Darmstadt). 
Tricin-PAGE
Die Tricin-PAGE wurde nach Schägger und von Jagow (1987) durchgeführt. Im 
Gegensatz zu den SDS-Polyacrylamidgelen wurde zwischen das Sammelgel und 
das Trenngel noch ein Spacergel gegossen, um eine größere zusätzliche Auflösung 
im niedermolekularen Bereich zu erlangen. Die einzelnen Schichten setzten sich
wie aus Tab. 2.4 ersichtlich zusammen, wobei jeweils die Endkonzentrationen 
angegeben sind. Der Kathodenpuffer (100 mM Tris, 100 mM Tricin und 0,1% SDS 
pH 8,25 ohne Korrektur) enthält im Gegensatz zur SDS-PAGE Tricin anstatt 
Glycin als Folgeion. Im Anodenpuffer (200 mM Tris/HCl, pH 8,9, kein SDS) ist 
kein Tricin notwendig. Die Laufpuffer wurden als 10fach Konzentrate hergestellt. 
Kurz vor Gebrauch wurden sie mit ultrapurem Wasser entsprechend verdünnt.
Blaue native PAGE (BN-PAGE)
Für die BN-PAGE wurden je nach Fragestellung kontinuierliche Polyacrylamid-
Gradienten-gele von 4–10%, 4–12% oder 4-16%, bezogen auf die Gesamt-
Acrylamidmenge, verwendet, um einen großen Molekulargewichtsbereich erfassen 
zu können. Zum Gießen der Gele wurde ein Gradientenmischer verwendet. Eine 
Verbesserung der Bandenform wurde durch ein dem Gradientengel vorgeschaltetes 
4%iges „Sammelgel“ erreicht. Da der gleiche Gelpuffer (3fach = 1,5 M 6-
Aminocapronsäure, 150 mM BisTris/HCl pH 7,0) in derselben Endkonzentration 
verwendet wird, handelt es sich nicht um ein Sammelgel im strengen Sinn, da es 
weder eine andere Ionenstärke noch einen anderen pH-Wert als das Trenngel 
besitzt. Die auf die Gelgröße abgestimmte Zusammensetzung ist in Tab. 2.5 
angegeben, wobei die Lösungen für die beiden Kammern des Gradientenmischers 
durch den dicken Balken voneinander abgetrennt sind. Kurz vor dem Lauf wurde 
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der Kathodenpuffer (50 mM Tricin, 15 mM BisTris, pH 7,0 ohne Korrektur) mit 
0,002 % Serva Blue G versetzt. Der Anodenpuffer (50 mM BisTris/HCl pH 7,0)
wurde ohne weitere Zusätze verwendet. Beide Laufpuffer wurden kühl gelagert 
und kurz vor dem Gebrauch auf Raumtemperatur erwärmt.
Tabelle 2.4: Zusammensetzung der Gelschichten eines Tricin-
Polyacrylamidgels 
Chemikalien Trenngel 13% % Spacergel 10 % Sammelgel 4 %
Gelpuffer 1 M Tris, 0,1 % LiDS 
1 M Tris, 
0,1 % LiDS
750 mM Tris, 
0,075 % LiDS 
40 % Acrylamid (19:1) 13 % 10 % 4 %
Glycerol 0,13 g/ml - -
APS 5,1 µl/ml 5,1 µl/ml 8 µl/ml
Tetramethylendiamin 0,51 µl/ml 0,51 µl/ml 0,8 µl/ml
Prozentangaben in w/v
Tabelle 2.5:A: Zusammensetzung des nativen Gradientengels mit verschiedenen 
Acrylamidkonzentrationen (Gesamtacrylamid)
Chemikalien
des Gradientengels
4%ige 
Lösung
10%ige 
Lösung
12%ige 
Lösung 16%ige Lösung
3x Gelpuffer 1,9 ml 1,9 ml 1,9 ml 1,9 ml
Acrylamid 30% (37,5:1) 0,8 ml 1,97 ml 2,37 ml 3,16 ml
Wasser ultrapur 3,2 ml 1.03 ml 0,63 ml -
Glycerol - 1 ml 1 ml 1 ml
TEMED 4 µl 4 µl 4 µl 4 µl
APS (10%) 20 µl 20 µl 20 µl 20 µl
Prozentangaben in w/v
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Tabelle 2.5:B: Zusammensetzung des Sammelgels bei der BN-PAGE
Chemikalien Endkonzentration
3x Gelpuffer 1,67 ml
Acrylamid 30% (37,5:1) 0,667 ml
Wasser ultrapur 2,64 ml
APS (10%) 20 µl
Tetramethylendiamin 4 µl
Prozentangaben in w/v
2.6.3 Durchführung der 1-D-PAGE
Die PAGE erfolgte in einer vertikalen Gelapparatur der Firma Phase (Lübeck) mit 
einer Gelgröße von 8 x 16 cm und einer Dicke von 0,5 mm (SDS-PAGE) bzw. 1 
mm (Tricin-PAGE und BN-PAGE). Die einzelnen Gelschichten wurden 
nacheinander gegossen, wobei jeweils eine Zeitspanne von 1,5 h zur vollständigen 
Polymerisation jeder Schicht eingehalten wurde. Zur Verbesserung des 
Polymerisationsvorgangs wurden die Lösungen (Tab. 2.5 - 2.6) vorher 10 min 
unter Vakuum entgast, um den Sauerstoffgehalt in der Lösung zu reduzieren. Um 
ein Abfangen der für die Polymerisation notwendigen Radikale durch den 
Luftsauerstoff und ein Antrocknen der Oberfläche der einzelnen Gelschichten zu 
verhindern, wurde diese unmittelbar mit Wasser überschichtet. Die Ausbildung 
von Probentaschen erreichte man durch das Einstecken eines Kammes in das 
Sammelgel vor seiner Aushärtung. Die Proteinproben wurden mit einer 
abgeflachten Pipettenspitze (Multi®-Flex-Kristall-Tips, Art. 8143, Roth, Karlsruhe) 
vorsichtig in die Taschen eingebracht. Der Einlauf der Proben wurde bei 100 V 
vorgenommen. Nach Erreichen des Trenngels wurde die Spannung auf 120-150 V 
gesteigert. Da sich die Tricin-Polyacrylamidgele aufgrund ihres erhöhten 
elektrischen Widerstandes schnell erwärmten, wurde hier die Spannung niedriger 
gewählt (80 V beim Einlauf, 100 V beim Durchlauf). Der gesamte Lauf dauerte 
jeweils 1,5 bis 2 h. Als Spannungsgeber diente das Gerät PHERO-stab.300 von 
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Fisher Biotec. Nach dem Lauf wurden die Tricin- und SDS-Polyacrylamidgele in 
einem Gemisch aus 25% Isopropanol und 10% Essigsäure mindestens 20 min 
fixiert. Zur besseren Sichtbarmachung der Markerproteine bei der BN-PAGE 
wurde das Gel nach dem Lauf in einer Färbelösung (1,0 g Coomassie Blue R-250, 
450 ml Methanol, 450 ml H2O, 100 ml Eisessig) ca. 15 min lang bei 
Raumtemperatur inkubiert und danach mindestens 20 min lang in einer Lösung aus 
10% Methanol und 10% Essigsäure entfärbt.
Anschließend wurden die Gele auf Whatman-Papier aufgezogen, 60-120 min 
bei 70°C unter Vakuum (Geldryer Model 583, Biorad, München) getrocknet und
mit einem Röntgenfilm (Biomax MR, Kodak) belegt. Zur Verstärkung der 
Strahlung wurden spezielle Verstärkerfolien und Reflektoren (35S: TranScreen LE, 
Biomax, Kodak) zusammen mit MS-Filmen (Biomax MS, Kodak) eingesetzt. In 
diesem Fall verkürzte sich die notwendige Inkubationszeit bei -80°C mindestens 
um den Faktor 3. Die Banden wurden allerdings durch die Reflexion nicht so 
scharf wie bei dem Gebrauch von MR-Filmen. Nach Entwicklung des Films 
erkannte man ein Bandenmuster, das die verschiedenen radioaktiv markierten 
Proteine repräsentierte. In einigen Experimenten wurde zum Quantifizieren der 
radioaktiven Proteinbanden das Gerät „PhosphorImager Storm 820“ von Molecular 
Dynamics in Verbindung mit dem Software-Programm ImageQuant Version 5.1 
verwendet.
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3. Ergebnisse
3.1 Anheben des vesikulären pH-Wertes führt zu einer 
Hemmung der Spaltung des α1-His GlyRs 
In vorherigen Versuchen wurde in unserem Arbeitskreis entdeckt, dass der GlyR 
an der Zelloberfläche ubiquitiniert wird. Andere Versuche haben zudem gezeigt, 
dass  die  Spaltung  der  GlyR  α1-Untereinheit nicht auf dem Weg an die 
Plasmamembran stattfindet, sondern erst nach Internalisierung von der 
Plasmamembran erfolgt [Buttner et al., 2001]. Weiterhin war bekannt, dass 
Ubiquitin zum einen ein Internalisierungssignal sein kann und zum anderen ein 
Protein für seinen weiteren Abbau in Proteasomen oder Lysosomen markieren 
kann. Aus diesen Ergebnissen resultierte die Frage, in welchem zellulären 
Kompartiment die Spaltung erfolgt und welche Proteasen diese Spaltung 
hervorrufen. Um der Frage nachzugehen, wurden folgende Substanzen mit 
bekannter Wirkung auf den Endozytosetransport eingesetzt: Concanamycin, 
Ammoniumchlorid (NH4Cl), Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) und 
Lactacystin. Um seinen Effekt auf die  proteolytische  Spaltung  der  GlyR  α1-
Untereinheit zu untersuchen, wurde der entsprechende Hemmstoff nach dem 
[35S]Methionin-Puls zum Chasemedium hinzugegeben.
3.1.1 Der Einfluss von Concanamycin
Die  α1-Untereinheit des humanen GlyRs besteht nach Abspaltung des 28 
Aminosäuren langen N-terminalen Signalpeptids im ER-Lumen aus 421 + 6 
Aminosäuren. Um die Aufreinigung des Proteins nach seiner Synthese in Xenopus-
Oozyten zu ermöglichen, wurde der C-Terminus mit einer Hexahistidinsequenz 
versehen. Für die modifizierte α1-Untereinheit ergibt sich theoretisch eine Masse 
von 49,2 kDa. Nach Injektion der cRNA zeigte sich der GlyR als eine 48-kDa-
Bande. Zudem tauchten während der Chasephase zwei weitere Banden auf, die 
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Massen von 35 kDa und 13 kDa aufweisen und die offensichtlich Spaltfragmente 
der 48 kDa GlyR-1-Untereinheit darstellen.
Concanamycin ist ein spezifischer Hemmer der vesikulären H+-ATPase, der 
Bafilomycin A1 ähnlich, jedoch spezifischer und potenter ist. Von Concanamycin 
ist bekannt, dass es die Ansäuerung von Endosomen und Lysosomen hemmt und 
mit dem frühen bis späten endosomalen Transport interferiert [Woo et al., 1992]. 
Um die Konzentrationsabhängigkeit des Concanamycin-Effektes auf die 
proteolytische  Spaltung  zu  bestimmen,  wurde  der  α1-GlyR bei steigenden 
Konzentrationen untersucht (Abb. 3.1). Wie in Abb. 3.1 A zu erkennen ist, ließ 
sich vor allem bei der höchsten Konzentration von 500 nM Concanamycin eine 
deutliche Reduzierung der Menge an Spaltfragmenten beobachten. Analyse der 
prozentualen Anteile der ungespaltenen 48-kDa-1-Untereinheit mittels 
PhosphorImager zeigte folgendes: bei einer Concanamycinkonzentration von 15 
nM  beträgt der Anteil der 48-kDa-Untereinheit 65,2%. Steigt die Konzentration an 
Concanamycin auf 50 nM, beträgt dieser Anteil 73,4%, bei 150 nM 74,9%. Bei 
einer Konzentration von 500 nM an Concanamycin erreicht er einen Wert von 
85,5% (Abb. 3.1 B).
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Abb. 3.1 Einfluss des Hemmstoffs Concanamycin auf die 
proteolytische Spaltung der GlyR 1-Untereinheit 
A Mit  α1-His-cRNA injizierte Oozyten wurden mit [35S]-Methionin für 4h 
markiert und anschließend in Anwesenheit der jeweils aufgeführten Konzentrationen 
an Concanamycin einem 20h-Chase unterworden. Die Proteine wurden mittels Ni2+-
Chelatchromatographie aufgereinigt, in Tricin-SDS-Probenpuffer denaturiert und auf 
einem Tricin-SDS-PAGE-Polyacrylamidgel (4%,10%,13% Acrylamid) aufgetrennt. 
CCM, Concanamycin
B Quantifizierung mittels PhosphorImager. Der Anteil der ungespaltenen 48-
kDa-Untereinheit nimmt stetig zu und erreicht bei einer Concanamycin-Konzentration 
von 500 nM 85,5%.
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3.1.2 Der Einfluss von NH4Cl
Zusätzlich wurde der Effekt von NH4Cl auf die Spaltung der GlyR α1-Untereinheit 
untersucht. NH4Cl hebt den Transmembrangradienten von H+ in sauren Organellen 
auf und hemmt dadurch die Aktivität der lysosomalen Enzyme mit niedrigem pH-
Optimum. Wie auf Abb. 3.2 zu erkennen ist, führte Zugabe von NH4Cl in einer 
Endkonzentration von 5 mM zu einer deutlichen Verminderung der Spaltfragmente 
der GlyR α1-Untereinheit. Analyse des prozentualen Anteils des ungespaltenen 48-
kDa-Untereinheit mittels PhosphorImager bestätigt dies und zeigt, dass dieser nach 
Zugabe von 5 mM NH4Cl 100% beträgt. Es sind keine Spaltfragmente 
nachweisbar.
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Abb. 3.2 Einfluss des Hemmstoffs NH4Cl auf die proteolytische 
Spaltung des GlyRs 
Nicht injizierte Oocyten (Spur 1) und mit α1-His-cRNA injizierte Oozyten wurden 4h 
lang mit [35S]-Methionin markiert und anschließend in Abwesenheit (Spur 2) oder 
Anwesenheit von 5 mM NH4Cl (Spur 3) einem 20h-Chase unterworden. Die Proteine 
wurden mittels Ni2+-Chelatchromatographie aufgereinigt, in Tricin-SDS-Probenpuffer 
denaturiert und auf einem Tricin-SDS-PAGE-Polyacrylamidgel (4%,10%,13% 
Acrylamid) aufgetrennt. NH4Cl führte zu einer praktisch vollständigen Blockade der 
proteolytischen Spaltung der GlyR-α1-Untereinheit.
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3.1.3 Der Einfluss von PMSF 
Des weiteren wurde der Einfluss von PMSF untersucht. PMSF wirkt als 
Hemmstoff von Serinproteasen, der im Vergleich zu anderen lysosomalen 
Hemmern den pH-Wert in sauren Organellen nicht anhebt. Anwesenheit von 
PMSF während des Chaseintervalls bewirkte ab 150 mM eine beinahe vollständige 
Hemmung  der  GlyR  α1-His-Spaltung (Abb. 3.3 A). Quantifizierung mittels 
PhosphorImager zeigt, dass der prozentuale Anteil der 48-kDa-Untereinheit mit 
zunehmender PMSF-Konzentration ansteigt: bei 50 µM PMSF beträgt er 77,9 %, 
bei 150 µM 84,5 % und bei einer PMSF-Konzentration von 500 µM beträgt dieser 
Anteil 90,4% (siehe Abb. 3.3 B).
3.1.4 Der Einfluss von Lactacystin
Bestimmte Membranproteine werden ubiquitiniert und anschließend von Lysosom 
und/oder Proteasom abgebaut. Um einen Zusammenhang zwischen der Spaltung 
der GlyR α1-Untereinheit und dem Proteasom zu untersuchen, wurde Lactacystin, 
ein spezifischer Inhibitor des Proteasoms, eingesetzt. Hierbei war zu beobachten, 
dass bei einer Anwesenheit von 5 µM Lactacystin keine Abnahme der 35-kDa- und 
13-kDa-Fragmente zu verzeichnen war (Abb. 3.4). Analyse durch den 
PhosphorImager zeigte ebenfalls, dass der Anteil der ungespaltenen 48-kDa-
Untereinheit unverändert blieb. Die Spaltung wurde durch Lactacystin nicht 
aufgehoben.
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Abb. 3.3 Einfluss des Hemmstoffs PMSF auf die proteolytische 
GlyR-Spaltung
A Mit α1-His-cRNA injizierte Oozyten wurden mit [35S]-Methionin für 4h markiert und 
anschließend in Anwesenheit der jeweils aufgeführten Konzentrationen an PMSF einem 
20h-Chase unterworden. Die Proteine wurden mittels Ni2+-Chelatchromatographie 
aufgereinigt, in Tricin-SDS-Probenpuffer denaturiert und auf einem Tricin-SDS-PAGE-
Polyacrylamidgel (4%,10%,13% Acrylamid) aufgetrennt. 
B Quantifizierung mittels PhosphorImager zeigt, dass der Anteil der 48-kDa-
Untereinheit bei zunehmender Konzentration an PMSF stetig ansteigt und bei 500 µM 
PMSF 90,4 % beträgt.
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3.2 Der Einfluss von Furin-Konvertase-Hemmstoff 
Durch Deglykosylierung mit PNGase F bzw. Endo H konnte weiterhin gezeigt 
werden, dass das 13-kDa-Fragment von der C-terminalen Seite des GlyRs herrührt. 
Dieses C-terminale 13-kDa-Fragment entspricht einem Polypeptid von ungefähr 
110 Aminosäuren. Somit kann die Lokalisation der Spaltstelle innerhalb der 427 
Aminosäurenlangen GlyR α1-His-Untereinheit annäherungsweise auf eine basische 
Aminosäurengruppe, 318RRKRR, festgelegt werden. Diese beinhaltet ein 
Spaltmotiv für die membranverankerte Protease Furin. Versuche, bei denen der 
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Abb. 3.4 Der Einfluss von Lactacystin auf die proteolytische 
GlyR-Spaltung
Mit α1-His-cRNA injizierte Oozyten wurden mit [35S]-Methionin für 4h markiert 
und anschließend in Abwesenheit und Gegenwart von Lactacystin wie angegeben 
einem 20h-Chase unterworden. Die Proteine wurden mittels Ni2+-
Chelatchromatographie aufgereinigt, in Tricin-SDS-Probenpuffer denaturiert und 
auf einem Tricin-SDS-PAGE-Polyacrylamidgel (4%,10%,13% Acrylamid) 
aufgetrennt. 
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Furin-Konvertase-Hemmstoff dec-RVKR-cmk mitinjiziert und zusätzlich zum 
Chasemedium hinzugegeben wurde, führten jedoch zu keiner Reduzierung der 
Spaltung der 
GlyR α1-Untereinheit (Abb. 3.5). 
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Abb. 3.5 : Der Furin-Konvertase-Hemmstoff dec-RVKR-cmk
hat keinen Einfluss auf die proteolytische GlyR-α1-Spaltung
Die mit der GlyR-α1-cRNA injizierten Oozyten wurden mit [35S]-Methionin 
markiert. Bei Spur 3 wurde der Furin-Konvertase-Hemmstoff dec-RVKR-cmk 
nach der radioaktiven Markierung mit zum Chasemedium gegeben. Die mittels 
Ni2+-Chelatchromatographie isolierten Proteine wurden anschließend durch 
Tricin-SDS-PAGE aufgetrennt und autoradiografisch sichtbar gemacht. Es ist 
zu erkennen, dass die proteolytische Spaltung nicht abnimmt.
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3.3 Hemmung der Internalisierung durch Ersetzen des 
einzigen Tyrosins der intrazellulären Schleife
In vorherigen in unserer Arbeitsgruppe durchgeführten Versuchen wurde 
beobachtet, dass der GlyR an der Plasmamembranoberfläche ubiquitiniert wird. 
Nach der Ubiquitinierung wird der GlyR internalisiert und proteolytisch gespalten. 
Ubiquitin wird kovalent an Lysine von Proteinen gebunden. Durch Austausch 
sämtlicher Lysine in der intrazellulären Schleife gegen Arginin sollte jegliche 
Ubiquitinierung verhindert werden. In den früheren Versuchen wurde allerdings 
gefunden, dass die entsprechende GlyR 1-His-no-K-Mutante, bei der alle 10 
zytoplasmatischen Lysine ersetzt sind, praktisch unverändert proteolytisch 
gespalten wird. Daraus muss geschlossen werden, dass die GlyR 1-His-no-K-
Mutante mit unveränderter Geschwindigkeit internalisiert und den Lysosomen 
zugeführt wird.
In der Aminosäuresequenz der GlyR 1-Untereinheit fällt auf, dass sich in der 
zytoplasmatischen Schleife zwischen M3 und M4 ein Tyrosin befindet (Y339; siehe 
Alignment Abb. 3.8). Tyrosin ist bei bestimmten Rezeptoren Teil eines 
Internalisierungssignals (s. Einleitung). Um den Einfluss auf die proteolytische 
Spaltung und damit indirekt die Internalisierung zu untersuchen, wurde Y339 durch 
Alanin ersetzt: dies erfolgte bei der α1-His-Untereinheit (Y339A-α1-His) sowie bei 
der  α1-His-no-K-Mutante (Y339A-α1-His-no-K), bei der bereits sämtliche 
intrazelluläre Lysine durch Arginine ersetzt waren. Wie auf Abb. 3.6 zu sehen ist, 
zeigte sich bei der GlyR Y339A-α1-His no K Mutante eine erhebliche Reduzierung 
der proteolytischen Spaltung. Mittels PhosphorImager konnte dieses Ergebnis 
genauer quantifiziert werden: der Anteil der ungespaltenen 48-kDa-Untereinheit 
betrug  beim  GlyR  α1-His  57,3%,  beim  GlyR  α1-His no K 54,4%, beim GlyR 
Y339A-α1-His 47,1% und beim GlyR Y339A-α1-His no K 77,4%.
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+---GlyR Y339 A no K 1-His
-+--GlyR Y339 A 1-His
--+-GlyR no K 1-His
---+GlyR 1-His
Abb. 3.6 Die Mutante GlyR Y339A-α1-His-no-K wird weniger stark 
proteolytisch gespalten.
Die Oozyten wurden mit cRNAs injiziert, die für die angegebenen GlyR-Konstrukte 
kodieren. Anschließend  wurden sie mit [35S]-Methionin markiert; die Proteine wurden 
mittels Ni2+-Chelatchromatographie isoliert und auf einem Tricin-SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt. Es ist deutlich zu erkennen, dass bei der Mutante GlyR 
Y339A-α1-His-no-K (bei der sämtliche Lysine und das Tyrosin der zytoplasmatischen 
Schleife, die die Transmembranregionen M3 und M4 verbindet, durch Arginine ersetzt 
wurden) die Bildung der 13-kDa- und 35-kDa-Proteolyseprodukte erheblich reduziert 
ist.
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3.4 Lokalisierung der Proteolysestelle der GlyR-α2-
Untereinheit durch Methionin-Scanning-Mutagenese
GlyR-α2-Untereinheiten innerhalb des Homopentamers unterlaufen denselben 
proteolytischen Prozess wie die GlyR α1-Untereinheiten: auch die 2-Untereinheit 
wird in zwei Fragmente gespalten, die Massen von 35 kDa und 13 kDa entsprechen 
(Abb. 3.7). Vergleicht man die Aminosäure-Sequenzen dieser beiden GlyR-
Untereinheiten, fällt auf, dass sie sich in den C-terminalen 110 Aminosäuren, die 
dem 13-kDa-Fragment entsprechen, in der Anzahl an Methioninen unterscheiden: 
das 13-kDa-Fragment der GlyR α1-Untereinheit enthält vier Methionine, das 13-
kDa-Fragment der GlyR-α2-Untereinheit hingegen nur ein einziges (Abb. 3.8). Da 
die Oozyten nach der cRNA Injektion während der Pulsphase mit L-[35S]-
Methionin metabolisch markiert werden, führt ein auf einem Tricin-SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrenntes Fragment, das mehrere Methionine besitzt, bei der 
Autoradiografie dementsprechend zu einer stärker geschwärzten Bande als ein 
Fragment mit nur einem Methionin. Da das 13-kDa-Fragment der GlyR α1-
Untereinheit über vier Methionine verfügt, ist es als eine stärkere Bande sichtbar 
als bei der GlyR-α2-Untereinheit, bei der nur ein einziges [35S]-Methionin in das 
13-kDa-Fragment eingebaut werden kann (Abb. 3.7). Genau diese Tatsache ist der 
Grund dafür, dass in dieser Arbeit zur weiteren Identifizierung der Spaltstelle mit 
der GlyR-α2-Untereinheit gearbeitet wurde.
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Abb. 3.7 Die  GlyR  Isoformen  α1  und  α2 unterlaufen beide den 
gleichen proteolytischen Prozess in Xenopus-Oozyten. 
Oozyten wurden jeweils mit der angegebenen cRNA injiziert und anschließend mit 
[35S]-Methionin inkubiert. Nach einem Übernacht-Puls und einem zusätzlichen 24h-
Chase wurden die Proteine mittels Ni2+-Chelatchromatographie aus einem 
Digitoninextrakt der Oozyten isoliert. Das Autoradiogramm eines Tricin-SDS-
Polyacrylamidgeles zeigt, dass bei beiden Isoformen die ungespaltene -Untereinheit 
und das Fragment mit 48 kDa bzw. 35 kDa gleich groß und gut zu erkennen sind. Da 
sich bei der GlyR-α2-Isoform nur ein Methionin in dem 13-kDa-Fragment befindet, wird 
dieses dementsprechend geringer sichtbar als das 13-kDa-Fragment der GlyR-α1-
Isoform.
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----M3-----
1       YAAVNFVSRQHKELLRFRR--KRRHHKEDEAGEGRFNFSAYGMGPACLQAKDGISVKGANNSNTT
2       YAAVNFVSRQHKEFLRLRRRQKRQNKEEDVTRESRFNFSGYGMG-HCLQVKDGTAVKAT----PA 
      ************* ** **  **    **   * ***** ****  *** ***  **        
1 NPPPAPSKSPEEMRKLFIQRAKKIDKISRIGFPMAFLIFNMFYWIIYKIVRREDVHNQ
2 NPLPQPPKDDDAIKKKFVDRAKRIDTISRAAFPLAFLIFNIFYWITYKIIRHEDVHKK
    **   * *      * *  *** ** ***  ** ****** ******** * ****
Abb. 3.8 Aminosäurenalignments der zytoplasmatischen Schleife 
zwischen M3 und M4    der GlyR 1- und GlyR 2-Untereinheit.
Das C-terminale Ende der dritten Transmembrandomäne, M3, und die gesamte vierte 
Transmembrandomäne, M4, sind mit gelb unterlegt. Folgende Aminosäuren sind 
farblich hervorgehoben: das Dileucinmotiv (grün), der einzige Tyrosinrest (türkis) und 
die Methionine (rot und pink). Die GlyR-1-Untereinheit enthält vier Methionine (rot 
dargestellt), wohingegen die GlyR-2-Untereinheit nur ein Methionin aufweist (pink).* 
steht für identische Aminosäuren. 
Das einzige, sich im 13 kDa großen Fragment der GlyR-α2-Untereinheit
befindende Methionin sitzt an Stelle 350 (Abb 3.8). Durch Mutagenese wurde
zunächst dieses Methionin durch Isoleucin ersetzt (M350I): dadurch enthielt das 13-
kDa-Fragment kein Methionin mehr. Die Idee war die, dass nach Injizieren der 
cRNA dieser neuen Mutante bei der metabolischen Markierung mit L-[35S]-
Methionin dieses nun nicht mehr in das veränderte 13-kDa-Fragment eingebaut 
werden konnte: das 13-kDa-Fragment wurde somit radioaktiv unsichtbar. 
Auftrennung der aus Oozyten isolierten GlyR M350I-α2-His-Mutante auf einem 
Tricin-SDS-Polyacrylamidgel verbunden mit Autoradiografie belegte, dass - im 
Gegensatz zur normalen GlyR-α2-His-Untereinheit - kein 13-kDa-Fragment zu 
sehen war (Abb. 3.9). Das 35-kDa-Fragment wurde dagegen unverändert 
produziert, was bedeutete, dass die Mutation keinen Einfluss auf die proteolytische 
Spaltung selbst hatte. Anschließend wurden in dieser neu angefertigten Mutante 
GlyR M350I-α2-His nacheinander Aminosäuren, die sich in der Nähe der 
vermuteten Spaltstelle befinden, durch Methionin ersetzt (Abb. 3.10). Sowie das 
einmutierte Methionin in dem 13-kDa-Fragment enthalten ist, wird es wieder durch 
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[35S]Methionin markiert und damit durch Autoradiografie sichtbar. Ist das 13-kDa-
Fragment wieder als radioaktive Bande sichtbar, befindet sich die Spaltstelle vor 
dem neu eingefügten Methionin. Auf diese Weise sollte sich die Schnittstelle exakt 
lokalisieren lassen.
Nacheinander wurden folgende Aminosäuren der GlyR M350I-α2-Untereinheit
durch Methionin ersetzt: L322, R327, R330, R333 und V337 (Abb. 3.10). Die cRNAs, 
die für diese neuen Mutanten kodieren, wurden in Xenopus-Oozyten injiziert. Nach 
[35S]-Methionin-Markierung wurden die neu synthetisierten Rezeptoren auf Tricin-
SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt und durch Autoradiografie sichtbar gemacht. 
Wie die Abb. 3.11 zeigt, entstand nur bei der V337M-1-His-Mutante ein 
radioaktives und damit sichtbares 13-kDa-Fragment. Bei den anderen Mutanten 
(L322, R327, R330 und R333) war kein 13-kDa-Fragment zu erkennen (Abb. 3.11). Die 
Spaltstelle muss somit hinter der Aminosäure 333 und vor der Aminosäure 337 
liegen. Sie liegt somit zwischen den Aminosäuren 334-336, was der 
Aminosäurensequenz EED entspricht. Elektrophysiologische Untersuchungen an 
Xenopus-Oozyten mit der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme ergaben, dass keine 
der Mutationen einen Effekt auf die Rezeptorfunktion hatte (unpublizierte 
Ergebnisse von Dr. Bodo Laube, MPI für Hirnforschung Frankfurt). 
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-+GlyR α2-His
Abb. 3.9 Ersetzen des einzigen Methionins im 13-kDa-Fragment 
der GlyR α2-Untereinheit durch Isoleucin macht das 13-kDa-Fragment auf 
dem Autoradiogramm unsichtbar.
Die Oozyten wurden mit der jeweils angegebenen cRNA injiziert, anschließend  mit 
[35S]-Methionin markiert und die Proteine dann mittels Ni2+-Chelatchromatographie 
isoliert. Gezeigt ist das Autoradiogramm eines Tricin-SDS-Polyacrylamidgeles. Man 
beachte, dass das beim Pfeil () zu erkennende 13-kDa-Fragment der GlyR-α2-
Untereinheit nach Ersetzen des Methionins nicht mehr zu sehen ist (Pfeilspitze).
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<--M3-->
      YAAVNFVSRQHKEFLRLRRRQKRQNKEEDVTRESRFNFSGYGMGH
M350I ..........................................I..
L322M ..............M...........................I..
R327M ...................M......................I..
R330M ......................M...................I..
K333M .........................M................I..
V337M .............................M............I..
                                  ◄▬►
Abb. 3.10 Methioninmutanten der GlyR 2-His-Untereinheit, die in 
dieser Arbeit hergestellt wurden, um die Spaltstelle zu identifizieren. 
Gezeigt ist die Aminosäurensequenz des C-terminalen Endes der Transmembrandomäne 
M3, gefolgt von einem Teil der Sequenz der zytoplasmatischen Schleife zwischen den 
Transmembranregionen M3 und M4 (Aminosäuren 316R-352H). Die Positionen der 
jeweils nacheinander durch Punktmutationen eingefügten Methionine sind dargestellt; 
die entsprechenden ursprünglichen Aminosäuren, die durch die Methioninsubstitution 
verschwinden, sind türkis hervorgehoben. Man beachte, dass allen neuen 
Methioninmutanten das M350 fehlt, welches durch Isoleucin ersetzt wurde. Der sich in 
der Abbildung unten befindende Pfeil demonstriert die Lokalisation der Spaltstelle, die 
sich aus diesem Methionin-Scanning ergab: sie konnte auf die Aminosäuren 334-336 
(EED) eingeschränkt werden. 
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L     R     R    K    V
322  327 330 333 337
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Abb. 3.11  Methionin-Scanning-Mutagenese der GlyR 2-Untereinheit. 
Das Einfügen eines Methioninrestes in die Mutante GlyR M350I-1-His in den 
Positionen 322, 327, 330, 333 und 337 zeigt, dass lediglich die Mutante V337M,M350I-
1-His (Spur ganz rechts) das neu eingefügte 337M in ihrem 13-kDa-Fragment enthält, 
welches somit als radioaktive Bande sichtbar wird. Bei allen anderen Mutanten bleibt 
das 13-kDa-Fragment nach Expression der entsprechenden Mutanten in Oozyten und 
anschließender Markierung mit [35S]-Methionin „unsichtbar“, d.h. es ist nicht als 
radioaktive Bande erkennbar. Die Spaltstelle muss somit C-terminal der Aminosäure 
333K und N-terminal der Aminosäure 337V liegen, d.h. innerhalb der 
Aminosäurensequenz 334EED336.
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4. Diskussion
Der inhibitorische ligandengesteuerte GlyR wird nach seinem Erscheinen 
an der Zellmembran internalisiert und danach proteolytisch gespalten. Diese 
Ergebnisse stammen aus Versuchen an Xenopus-Oozyten, die - durch Injektion der 
für den jeweiligen Rezeptor entsprechenden cRNA - die Rezeptoren an ihrer 
Zelloberfläche ausbilden. Doch auch in nativem neuralem Gewebe konnte eine 
möglicherweise identische, entwicklungsregulierte Spaltung des GlyRs beobachtet 
werden [Becker et al., 1988]. Dies spricht dafür, dass Oozyten in Hinsicht auf die 
Untersuchung dieses Aspektes der GlyR-Regulierung ein nützliches Modellsystem 
repräsentieren. Ergebnisse, die aus Versuchen mit Xenopus-Oozyten gewonnen 
werden, sind dementsprechend hilfreich, Fragen über Rezeptormetabolismus in 
intakten Neuronen zu klären.
In dieser Arbeit wurde die Lokalisation der Spaltstelle auf der 1-
Untereinheit genauer definiert. Außerdem wird gezeigt, dass der GlyR in den 
Lysosomen proteolytisch abgebaut wird. Eine Mitbeteiligung des Proteasoms 
konnte nicht nachgewiesen werden. Untersuchungen zur Internalisierung und 
Spaltung des 1-GlyRs wurden zudem durch mutieren einzelner Aminosäuren in 
seiner großen zytoplasmatischen Schleife, die die Transmembranregionen M3 und 
M4 verbindet, durchgeführt. Das Ersetzen jeglicher Lysine durch Arginine im 
Hinblick auf eine Ubiquitinierung als Ursache für die Internalisierung und 
Spaltung führte nur zu einer geringen Verminderung der Spaltfragmente. Wurde 
jedoch bei dieser Mutante zudem noch das einzige Tyrosin (Y339) der M3-M4-
Domäne durch ein Alanin ersetzt, kam es zu einer beträchtlichen Abnahme der 
proteolytischen Spaltung des inhibitorischen GlyRs. 
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4.1 Ubiquitinierung  des  α1-GlyRs: ein Steuerungssignal für 
Internalisierung und lysosomale Degradierung?
Ubiquitinierung ist ein schon lange bekanntes Steuerungssignal, das kurzlebige 
zytosolische Proteine für ihre Erkennung und ihren Abbau im 26S Proteasom 
speziell markiert. Luminale und transmembranäre Proteine des ERs, die anormal 
gefaltet oder inkomplett assembliert sind und zurück ins Zytosol gebracht werden, 
erfahren ebenfalls eine Ubiquitinierung, wodurch sie nachfolgend im Proteasom 
degradiert werden [Coux et al., 1996],[Bochtler et al., 1999]. 
Ubiquitinierung von Rezeptoren an der Zellmembran führt gewöhnlich zu 
ihrem Abbau im Lysosom oder fungiert lediglich als Internalisierungssignal 
[Hicke, 1999; Hicke, 2001]. Durch vorherige in unserer Arbeitsgruppe 
durchgeführte Versuche konnte gezeigt werden, dass der α1-GlyR an der 
Plasmamembran von Xenopus-Oozyten ubiquitiniert wird [Buttner et al., 2001]. 
Diese Ubiquitinierung konnte nachgewiesen werden, indem der nicht getaggte α1-
GlyR durch hexahistidylgetaggtes Ubiquitin koisoliert wurde. Diese beiden 
Proteine mussten somit miteinander verknüpft sein, sonst wäre der α1-GlyR nicht 
sichtbar geworden. Zudem wurden GlyR α1-Untereinheiten identifiziert, die sich in 
ihrer molekularen Masse jeweils um ca. 7 kDa unterschieden, was der Größe 
jeweils eines Ubiquitinmoleküls bei SDS-PAGE-Analyse entspricht; die aus der 
Aminosäuresequenz abgeleitete Masse ist mit 8,5 kDa etwas größer. Wie 
Radioiodierungsversuche weiterhin zeigen sollten, befanden sich mono-, di- und 
triubiquitinierte GlyR α1-Untereinheiten innerhalb des Homopentamers an der 
Zelloberfläche. Im Gesamt-Rezeptorbestand, wie er aus Zellhomogenat isoliert 
werden kann, waren ubiquitinierte GlyRs jedoch kaum aufzuweisen. Diese 
Ergebnisse sprechen dafür, dass die Ubiquitinierung des GlyRs hauptsächlich an 
der Zelloberfläche geschieht und nicht während seines intrazellulären Transports 
zur Plasmamembran hin oder von der Plasmamembran weg [Buttner et al., 2001]. 
Es lässt sich zudem beobachten, dass der GlyR nach seiner Internalisierung 
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gespalten wird. Diese Spaltung führt zu zwei ungleich großen Fragmenten: einem 
glykosylierten 35 kDa Fragment und einem kleineren 13 kDa Fragment. Die 
Spaltung erfolgt in der M3-M4-Domäne C-terminal der Transmembranregion M3.
Ubiquitinierung von Rezeptoren oder Proteinen an der Zelloberfläche 
führt gewöhnlicherweise zu ihrer Endozytose. Dies ist bekannt für den Epidermal 
Growth Factor, den Wachstumshormon-Rezeptor,  den α-Faktor-Rezeptor (Ste2p) 
[Shih et al., 2000], den Platelet Derived Growth Factor (PDGF), den Tyrosin-
Kinase-Rezeptor, den C-Kit-Rezeptor [Bonifacino&Weissman, 1998] u.a.. 
Normalerweise folgt dieser Endozytose der Proteinabbau im Lysosom oder in 
Lysosom-ähnlichen Vakuolen [Hicke, 2001],[Hicke, 1999]. Dies ist vereinbar mit 
der Tatsache, dass Ubiquitinierung an der Plasmamembran ein generelles 
Internalisierungssignal ist, welches die Herunter-Regulierung von verschiedenen 
Rezeptoren und Kanalproteinen steuert [Bonifacino&Weissman, 1998; Hicke, 
1999]. Einige Rezeptoren werden jedoch nach ihrer Internalisierung vom 
Proteasom abgebaut. Dies ist z.B. bekannt für den Epithelialen-Na+-Kanal-
Rezeptor [Malik et al., 2001] oder den c-met-Rezeptor [Bonifacino&Weissman, 
1998]. Bei zytosolischen Proteinen und missgefalteten oder inkomplett 
assemblierten Proteinen führt Ubiquitinierung ebenfalls zu einem Abbau im 
Proteasom. 
Welche Abbauform kommt für den GlyR in Frage? Die von uns 
beobachtete Ubiquitinierung des GlyRs könnte eine Folge sein von Überexpression 
und folgender Retention großer Mengen nicht assemblierter  GlyR  α1-
Untereinheiten im Endoplasmatischen Retikulum. Dagegen sprechen jedoch 
mehrere Beobachtungen: 
 Erstens zeigen in unserer Arbeitsgruppe durchgeführte Versuche klar, 
dass die GlyR-Untereinheiten mit hoher Effizienz im ER von Xenopus-
Oozyten homooligomerisieren. Der schnelle und komplette Erwerb von 
komplexen Kohlenhydraten zeigt ferner, dass die homopentameren GlyRs 
danach effizient zum Golgi-Apparat transportiert werden. 
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 Zweitens  ist  der  homopentamere  α1-GlyR in Xenopus-Oozyten
metabolisch stabil (die HWZ beträgt Tage), verglichen mit inkomplett 
gefalteten oder nicht assemblierten Proteinen, die zum Proteasom 
befrachtet werden und deren HWZ von unter einer Stunde sehr kurz ist. 
 Drittens befinden sich die ubiquitinierten α 1-Untereinheiten innerhalb des 
assemblierten homopentameren GlyR-Komplexes und tragen komplexe 
Kohlenhydrate, was für eine Lokalisierung im Golgi oder in späteren 
Kompartimenten spricht. 
 Außerdem haben radioaktive Markierungsversuche gezeigt, dass die 
Ubiquitinierung  der  GlyR  α1-Untereinheit auf die Zellmembran 
beschränkt ist und sich nicht auf dem Weg zur Zelloberfläche vollzieht. 
Dies alles zeigt, dass die Ubiquitinierung nach bereits erfolgtem Einbau des 
komplett assoziierten homooligomeren GlyRs in die Zellmembran geschieht. 
Somit scheint es sehr wahrscheinlich, dass die Ubiquitinierung in diesem Falle als 
Endozytosesignal fungiert und den weiteren Abbauweg des Rezeptors steuert. Die 
in dieser Arbeit beschriebenen Ergebnisse, in denen gezeigt wird, dass Lactacystin, 
ein spezifischer Inhibitor des Proteasoms, zu keiner Hemmung der proteolytischen 
Spaltung des GlyRs führt, stützen zum einen die oben aufgeführte These, dass die 
Ubiquitinierung nicht zu einem Abbau von inkomplett gefalteten oder nicht 
assemblierten GlyR-Untereinheiten führt. Zum anderen zeigt es, dass der GlyR 
nach Internalisierung von der Zellmembran nicht zum Proteasom befördert wird, 
sondern in einem anderen Kompartiment abgebaut wird. Dieses ließ sich als 
Lysosom identifizieren: Zugabe von PMSF (hemmt Serin-Proteasen), NH4Cl (löst 
den Transmembrangradienten von H+ in sauren Organellen auf und hemmt somit 
die Aktivität von lysosomalen Enzymen) und Concanamycin (spezifischer 
Hemmer der vesikulären H+ ATPase) führen alle zu einer Abnahme der 
proteolytischen Spaltung des GlyRs. Quantifizierung mittels Phosphor Imager 
zeigt, dass unter NH4Cl die proteolytische Spaltung des GlyRs vollkommen 
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aufgehoben wird. PMSF führt in steigenden Konzentrationen zu einer 
zunehmenden Hemmung der proteolytischen Spaltung. Zugabe von Concanamycin 
führt ganz ähnlich zu einer nahezu vollständigen Hemmung. 
Gemeinsam sprechen diese Ergebnisse dafür, dass eine lysosomale 
Serinprotease für eine effiziente Spaltung der GlyR α1-Untereinheit verantwortlich 
ist. Wird sie gehemmt, entweder direkt oder durch Anheben des vesikulären pH-
Wertes (was zu ihrer Inaktivierung führt), verringert sich die Spaltung der GlyR α1-
Untereinheit, was sich durch eine Reduzierung der Menge an Spaltfragmenten 
bzw. eine Vermehrung der ungespaltenen 48 kDa Untereinheit erkennen lässt.
Die proteolytische Spaltung des GlyRs unterscheidet sich 
dementsprechend von der des Epithelialen-Na+-Kanal-Rezeptors, von dem 
beschrieben ist, dass dieser im Proteasom abgebaut wird [Malik et al., 2001]. Er 
unterliegt aber demselben Abbaumechanismus wie die meisten anderen 
Plasmamembranrezeptoren, von denen eine Internalisierung und ein nachfolgender 
Abbau bekannt ist: so werden z.B. der Epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor und 
der Wachstumsfaktor-Rezeptor ebenfalls im Lysosom degradiert [Shih et al., 
2000].
Schließlich trägt der ubiquitinierte GlyR nur ein bis drei 
Ubiquitinmoleküle pro GlyR α1-Untereinheit [Buttner et al., 2001]. Für einen 
Abbau im Proteasom ist jedoch bekannt, dass eine Polyubiquitinierung nötig ist: 
Tetraubiquitinierung ist das minimale Signal für einen effizienten Abbau im 
Proteasom [Thrower, 2000]. Um das Vorhandensein von ein bis drei Ubiquitin pro 
α1-Untereinheit zu verstehen, nehmen wir an, dass eher multiple Lysine innerhalb 
der intrazellulären Schleife der α1-Untereinheit monoubiquitiniert werden, als dass 
einzelne Lysine verzweigte Polyubiquitinketten tragen [Buttner et al., 2001]. Es 
wurde gezeigt, dass Monoubiquitinierung für die Internalisierung von 
Membranrezeptoren der Hefezelle ausreichend ist: dies gilt z.B. für den Ste2p-
Rezeptor, einem G-Protein gekoppelten Rezeptor [Terrell et al., 1998], sowie für 
den Maltose Rezeptor, einem Protein mit zwölf transmembranären Segmenten 
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[Lucero et al., 2000]. Zudem hat sich gezeigt, dass Ubiquitinierung alleine, ohne 
die Anwesenheit von anderen Internalisierungssignalen, die Internalisierung von 
Membranproteinen fördert [Shih et al., 2000]. Wir gehen also davon aus, dass die 
hier beschriebene Ubiquitinierung ein Signal dafür ist, den GlyR aus der 
Plasmamembran zu entfernen.
Für einige Plasmamembranproteinen wird angenommen, dass bei ihrem 
Abbau sowohl das Proteasom als auch das Lysosom eine Rolle spielen. Es wird 
vermutet, dass das Proteasom in den Transport zu dem Lysosom verwickelt ist. Die 
Zugabe von Proteasomeninhibitoren führte bei diesen Plasmamembranproteinen 
(Met-Tyrosin-Kinase- Rezeptor und PDGF-Rezeptor) zu einer Hemmung der 
Degradierung, obwohl diese Proteine im Lysosom abgebaut werden 
[Strous&Govers, 1999]. Diese Erklärung stammt aus Studien über  eine Entstehung 
von Lysosomen aus Autophagosomen [Lenk et al., 1992]. Da in der vorliegenden 
Arbeit die Zugabe von Lactacystin, einem Inhibitor des Proteasoms, keine 
Reduzierung oder Hemmung der Spaltung bewirkte, scheint eine Beteiligung des 
Proteasoms unwahrscheinlich.
4.2 Tyrosin 339Y: ein Internalisierungs- oder Abbausignal des 
α1-GlyRs?
Membranproteine besitzen innerhalb ihrer zytoplasmatischen Domänen bestimmte 
Aminosäuremotive. Diese regulieren zum einen die Internalisierung der 
Membranrezeptoren (z.B. nach Ligandenbindung); sie dienen also als 
Internalisierungsmotive. Zum anderen können sie Membranproteine speziell für 
eine Steuerung zu endosomalen Kompartimenten, z.B. dem Lysosom mit 
anschließender Degradierung, markieren.
Die häufigsten Internalisierungssequenzen bestehen aus kurzen Folgen 
von hintereinanderliegenden Aminosäuren, die als „Coated Pit 
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Lokalisierungssignale“ bezeichnet werden. Eins von ihnen ist das Tyrosin-basierte 
Motiv YXXO, wobei Y Tyrosin ist, X einer beliebigen Aminosäure entspricht und 
O für eine hydrophobe Aminosäure steht. Dieses Internalisierungsmotiv führt zur 
Internalisierung vieler Transmembranproteine: Rezeptoren für LDL, Transferrin 
und Asialoglykoproteine werden durch dieses Motiv endozytiert [Chen et al., 
1990], [Collawn et al., 1990], [Spiess, 1990].
Ein anderes bekanntes Internalisierungsmotiv ist das Dileucinmotiv, 
welches zur Internalisierung des Insulin-  und  des  β2-Adrenergen-Rezeptors führt 
[Haft et al., 1998]. Es kann entweder alleine als Internalisierungsmotiv fungieren 
oder aber es interagiert mit anderen Aminosäuren: beim Interleukin-6-Rezeptor, 
beim Glut4 und beim CD4 z.B. mit einem vorher gelegenen Serin, beim CD3γ mit 
einer Asparaginsäure. Darüber hinaus sind noch weitere Endozytosemotive 
beschrieben worden [Strous&Govers, 1999]. 
Ein Internalisierungsmotiv, das sich von diesen eben genannten völlig 
unterscheidet, da diese mit dem Clathrinadaptor AP-2 interagieren, ist die 
Ubiquitinierung von Membranrezeptoren. Wie genau Ubiquitinierung zu einer 
Internalisierung führt, ist noch unklar, doch vermutet man, dass Ubiquitin als 
Adapter zwischen den Lysinresten in Membranproteinen und Clathrin wirkt 
(analog dem AP-2 zwischen Tyrosin-basierten Motiven und Clathrin). Oder aber es 
fungiert als Adapter zwischen Aminosäuren des selbigen Ubiquitinmoleküls und 
AP-2-Molekülen [Strous&Govers, 1999].
Der spezifische Transport von Membranproteinen zu verschiedenen 
Kompartimenten des endozytotischen und späten sekretorischen (Post-Golgi) 
Weges hängt ebenfalls von Steuerungssignalen ab, die sich innerhalb der 
zytoplasmatischen Domänen dieser Proteine befinden. Auch in dieser Gruppe 
spielen die Tyrosin-basierten Signale eine große Rolle. Die meisten von ihnen 
entsprechen dem bereits oben erwähnten YXXO-Motiv oder auch dem NPXY-
Motiv, bei dem N für Asparagin und P für Prolin steht [Bonifacino&Dell'Angelica, 
1999]. Eine andere Klasse von lysosomalen Steuerungsmotiven ist auch hier das 
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Dileucinmotiv, bei dem zwei Leucine direkt benachbart sind [White et al., 1998]. 
Es ist außerdem wichtig zu erwähnen, dass die Positionen dieser jeweiligen Motive 
im Verhältnis zur Transmembranregion oder auch im Verhältnis zueinander zu 
betrachten sind: Williams und Fukada [Williams&Fukuda, 1990] demonstrierten in 
ihren Versuchen, dass zwar ein Tyrosin eine ganz entscheidende Rolle für die 
Steuerung zum Lysosom spielt, dass aber die Position dieses Tyrosins innerhalb 
der zytoplasmatischen Schleife eines Membranrezeptors von großer Bedeutung ist. 
Guarnieri et al. [Guarnieri, 1993] beschrieben weiterhin, dass das bereits oben 
erwähnte YXXO-Motiv, welches ein Internalisierungmotiv ist, ebenso als 
lysosomales Steuerungssignal fungiert. Zudem schien aber die Positionierung 
dieses Tetrapeptids auf der Polypeptidkette für eine lysosomale Steuerung von 
ungemeiner Bedeutung zu sein, da für ein richtiges Erkennen ein Abstand von 
sieben Aminosäuren von diesem Tetrapeptid zur transmembranären Region 
vonnöten war. Rohrer et al. [Rohrer et al., 1996] demonstrierten, dass dieser 
Abstand sehr wichtig für das Sortieren zum primären Endosom und weniger 
wichtig für die Internalisierung von der Plasmamembran war.
Betrachtet man den GlyR, entspricht dieser zytoplasmatischen Schleife, 
die die wichtigen Steuerungsignale enthält, die Region zwischen M3 und M4. In 
ihr befinden sich 85 Aminosäuren. Unter diesen 85 Aminsäuren befinden sich 10 
Lysine, ein Tyrosin (339Y) und zwei direkt nebeneinander liegende Leucine (Abb. 
3.1). Von Lysinen ist bekannt, dass sie die einzigen Aminosäuren sind, an die 
Ubiquitin kovalent koppeln kann und dass eine solche  Ubiquitinierung zu einer 
Internalisierung des Membranproteins führt. Beim GlyR gehen wir –in Analogie 
mit anderen Membranproteinen [Shih et al., 2000],[Hicke, 2001]- davon aus, dass 
verschiedene Lysine der großen intrazellulären Schleife monoubiquitiniert werden 
und das kovalent gebundene Ubiquitin als Internalisierungssignal fungiert [Buttner 
et al., 2001]. Wäre dies allerdings der einzige Internalisierungsmechanismus des 
GlyRs, müsste man davon ausgehen, dass das Ersetzen jeglicher Lysine durch 
Arginine („no K-Mutante“) eine Internalisierung und nachfolgende proteolytische 
4. Diskussion                                        59
Spaltung des GlyRs verhindert. Bei unseren Versuchen hat sich allerdings gezeigt, 
dass die proteolytische Spaltung (und somit auch die Internalisierung) durch 
Austausch aller zytoplasmatischen Lysine gegen Arginine – wenn überhaupt - nur 
geringfügig reduziert wird. Es muss daher noch andere Internalisierungs-
mechanismen geben. 
Unser Augenmerk fiel daher auf das sich an Stelle 339 befindende 
Tyrosin. Das Entfernen dieses einzigen, innerhalb der zytosolischen Schleife 
lokalisierten, Tyrosins führte bei der normalen GlyR-a1-Untereinheit zu keiner 
besonderen Verminderung der proteolytischen Spaltung als Maß für die 
Internalisierung des GlyR. Allerdings reduzierte sich die proteolytische Spaltung 
erheblich bei dem Entfernen dieses gleichen Tyrosins bei einer Mutante der GlyR-
1-Untereinheit, bei der schon vorher alle Lysine ersetzt wurden und eine 
Internalisierung durch Ubiquitinierung verhindert wurde.
Zusammengefasst lassen diese Beobachtungen folgende Vermutungen zu: 
Monoubiquitinierung einzelner zytoplasmatischer Lysine bewirkt zusammen mit 
dem ebenfalls zytoplasmatisch gelegenen Tyrosin-basierten Internalisierungsignal 
eine Internalisierung des GlyRs. Beide Internalisierungsprozesse können 
unabhängig voneinander und parallel zueinander ablaufen, da beide Motive 
ausreichende Internalisierungssignale darstellen, die zudem wahrscheinlich 
verschiedene Adapterproteine benötigen [Strous&Govers, 1999]. Ferner könnten 
beide Signale und auch das Di-Leucin-Motiv nach erfolgter Internalisierung als 
Adressen des internalisierten GlyRs zum primären Endosom und von dort zum 
Lysosom fungieren, wo er dann proteolytisch gespalten und somit funktionell 
inaktiviert wird. Diese Adressierung zum Lysosom scheint allerdings durch das 
Tyrosin-basierte Motiv alleine wahrscheinlicher. 
Dass die Internalisierung und Spaltung jedoch selbst bei der 
ubiquitinierungsdefizienten GlyR Y339A-α1 Mutante immer noch nicht 
vollkommen verhindert werden konnte, könnte auf ein rhoA-abhängiges 
konstitutives Plasmamembran-Recycling zurückgeführt werden [Schmalzing et al., 
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1995]. Das Di-Leucin-Motiv als zusätzliches Internalisierungsmotiv wurde in 
bisher unveröffentlichten Versuchen unseres Arbeitskreises ausgeschlossen.
4.3 Aminosäurensequenz „EED“: ein Erkennungs- und 
Restriktionsmotiv einer Protease?
Wie in der Einleitung unter Kapitel 3.1.5 bereits erläutert, wurde anfangs vermutet, 
dass eine Ansammlung basischer Aminosäuren 318RRKRR in der zytosolischen 
Schleife des GlyRs für dessen proteolytische Spaltung verantwortlich sei, da diese 
eine Restriktionsstelle für die membranverankerte Protease Furin darstellen könnte. 
Jedoch haben Versuche, bei denen der Furin-Konvertase-Inhibitor dec-RVKR-cmk 
entweder mitinjiziert oder zu dem Chasemedium gegeben wurde, gezeigt, dass es 
zu keiner Aufhebung der proteolytischen Spaltung kam. Statt dessen zeigte sich, 
dass lysosomale Serinproteasen für diese proteolytische Spaltung verantwortlich 
sein müssen, da PMSF als Serinproteasehemmer zu einer Blockierung der Spaltung 
führten.
Innerhalb der GlyR-α2-Untereinheit konnte in dieser Arbeit die Spaltstelle 
der auf die Aminosäurensequenz 334EED eingeschränkt werden. Dies entspricht bei 
der GlyR α1-Untereinheit der Aminosäurensequenz 326EDE. 
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5. Zusammenfassung
Der Glycin-Rezeptor (GlyR) ist ein ligandengesteuerter inhibitorischer 
Chloridkanal, der im Rückenmark und in der Retina vorkommt und durch Bindung 
der Aminosäure Glycin aktiviert wird. Es sind vier α-Untereinheiten  (α1-α4) und 
eine ß-Untereinheit bekannt, die zu -Homopentameren oder /ß-
Heteropentameren assemblieren können. Die Untereinheiten weisen eine modulare 
Struktur auf: während die N-terminale Hälfte extrazellulär lokalisiert ist und der 
Liganderkennung dient, umfasst die C-terminale Hälfte die vier 
Transmembrandomänen M1-M4, von denen eine (M2) an der Porenbildung 
beteiligt ist. Zwischen M3 und M4 weist die 1-Untereinheit eine ~85 
Aminosäuren große zytosolische Schleife auf (nachfolgend als M3-M4-Schleife 
bezeichnet), die einen Tyrosinrest und zehn Lysinreste trägt. Von unserem 
Arbeitskreises war gezeigt worden, dass der homopentamere 1-GlyR an der 
Zellmembran ubiquitiniert, nachfolgend internalisiert und innerhalb der M3-M4-
Schleife proteolytisch in ein N-terminales Fragment von 35 kDa und ein C-
terminales Fragment von 13 kDa gespalten wird.
In der vorliegenden Arbeit sollte die Spaltstelle auf der GlyR--Untereinheit 
lokalisiert werden und außerdem die Rolle des einzigen Tyrosinrestes auf der M3-
M4-Schleife für die Internalisierung bestimmt werden. Zu diesem Zweck wurden 
Punktmutanten der GlyR 1- bzw. 2-Untereinheit hergestellt und durch cRNA-
Injektion in Xenopus laevis Oozyten exprimiert. Nach metabolischer Markierung 
mit [35S]-Methionin wurden die Proteine aus einem Detergenzextrakt der Oozyten 
gereinigt und durch Tricin-SDS-PAGE sowie Autoradiografie dargestellt. Durch 
Einbau eines einzelnen Methionins an verschiedenen Positionen der M3-M4-
Schleife und autoradiografischer Überprüfung, ob durch diese Mutation [35S]-
Methionin in das 13-kDa-Fragment inkorporiert wurde oder nicht, konnte die 
Spaltstelle auf GlyR-α2-Untereinheit auf die Aminosäuresequenz 334EED336
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eingeschränkt werden. Die nahezu vollständig Unterdrückung der Proteolyse durch 
PMSF, NH4Cl und Concanamycin wies auf eine in den Lysosomen lokalisierte 
Serinprotease, deren Natur unklar ist.
Um den Beitrag der Ubiquitinierung für die Internalisierung abzuschätzen, 
wurde eine ubiquitinierungsdefiziente 1-GlyR-Mutante exprimiert, bei der alle 
zehn zytoplasmatischen Lysinreste durch Arginine ersetzt worden waren. Als Maß 
für die Internalisierung wurde die protelytische Spaltung der 1-Untereinheit 
quantifiziert. Während der ubiquitinierungsdefiziente 1-GlyR ebenso wie die 
Y339A-1-GlyR-Mutante mit gleicher Geschwindigkeit wie der Wildtyp-GlyR 
internalisiert wurde, führte der Austausch von Y339 gegen Alanin bei der 
ubiquitinierungsdefizienten Mutante zu einer massiven Reduktion der 
Internalisierung. Zusammengenommen lässt sich diese Beobachtung am ehesten 
mit der Vorstellung vereinbaren, dass der 1-GlyR über zwei Wege internalisiert 
wird, einen 339Y-abhängigen Weg und einen Ubiquitin-abhängigen Weg. Diese 
beiden Wege scheinen sich kompensieren zu können, wenn einer der Wege 
blockiert wird.
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